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A complete in situ PCR system for amplification 



of nucleic acids contained in a prepared cell or 
tissue sample. The containment system for the 
PCR sample comprises a glass microscope slide, 
a specimen sample containing the target nucleic 
acid sequence mounted on the slide, a flexible 
plastic cover over the sample, and a retaining 
assembly fastened to the slide and to the cover 
to retain and seal a reaction mixture against the 
sample during thermal cycling. The retaining 
assembly includes a rigid ring on a rim portion of 
the cover, a cross beam having spaced parallel 




rails joined by opposite flat ends, and a pair of 
clips which are pressed over the ends and 
opposite sides of the slide to fasten the cross 
beam and cover to the slide. 
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Hinterarund der Erfindunq 

Erfindungsfeld 

Die vorliegeride Erfindung betrifft allgemein ein System zum Durchfuhren der Polymerase- 
Kettenreaktion (PCR = Polymerase Chai n Reaction) uhd insbesondere eine Vorrichtung und 
ein Verfahren zum Durchfiihren einer PCR auf einer DNS- oder RNS-Probe, ohne diese aus 
ihrer ursprtinglichen Zellenstruktur zu entfemen. v 

Beschreibung des Standes der Technik 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Prozefi zum Herstellen einer sehr .groBen An- 
zahl von genauen Kopien eines Abschnitts einer doppelstrangigen DNS (Amplifikation) durch 
thermisches Wechselbehandeln von einem oder mehreren Mplekqlen der DNS (der Matri- 
zen-DNS) in Anwesenheit eines thermisch stabilen DNS-Polymerase-Enzyms (typischer- 
weise Taq-Polymerase), der vier DNS-Nukleotidenbasen und zwei oder mehreren ein- 
strangigen DNS-Primern. Diese Primer sind kurze Abschnitte in der GrQRenordnung yon 20 
Basen, die deh S'-Enden der zwei komplementaren DNS-Einstrangen der doppelstrangigen 
Matrize komplementar sind. >\ 

PCR ist eine immens wertvolle Technik, die weif verbreitet ist uhd das Gebiet der Moleku- 
larbiologie revolutioniert hat. Die Technik ist ausfuhrlich in den US-Patenten 4,683,195, 
4,683,202 und 4,965,188 beschrieben. Die Reaktion wurde bis vor kurzem in Losung in 
kleinen Reaktionsgefaflen ausgefuhrt, in der die zu amplifizierende DNS in Suspension ist. 
Eine Vorrichtung fur diesen Prozefi wird in dem US-Patent 5,038,852 und in EP-A-0567284 
angegebenv 

In letzer Zeit wurde herausgefunden, dali es moglich ist, PCR fur die Amplifikation beson- 
derer DNS-Abschnitte inperhalb von Zellen anzuwenden, ohne daB die DNS aus den Zellen 
extrahiert werden mufi. Diese Technik wird als in-situ-PCR bezeichnet. Die Zellen kdnnen 
einzelne Zellen oder ein Teil einer Gewebeprob.e sein. Meistens wird die in-situ-PCR bei 
Zellen oder dunnen Geweb^schnitten durchgefOhrt, die auf Mikroskop-Objekttragern ppsitio- 
niert sind. Die Zellen oder das Gewebe werden gewahnlich durch eine Behandlung mit 
Formalin oder einem anderen Reagens fixiert, so daft ihre Morphologie erhalten und nach 
der Behandlung erkennbar ist 



Wenn der ausgewahlte DNS-Abschnitt derart amplifiziert wird, daft die amplifizierte Produkt- 
DNS selektiv gefarbt werden kann, dann kann eine mikroskopische Untersuchung der PCR- 
behandelten Zellen identifizieren, welche Zellen in einer Gewebeprobe, wenn vorhanden, 
den besonderen DNS-Abschnitt enthaltea und sogar wo in der Zelle er lokalisiert ist Eine 
Sichtbarmachung der amplifizierten DNS innerhalb der Zellen kann durch eines von zwei 
Verfahren erreicht werden. Ein Verfahren verwendet eine komplementare einstrangige DNS- 
Probe, an die ein rndikatomrioleku! angefugt wurde. Diese Probe wird mit den besonderen 
DNS-Sequenzen in der amplifizierten Probe hybridisiert, wenn vorhanden, und die uber- 
schtissige Probe und der Indikator werden weggewaschen. Dann werden die Positionen der 
verbleibenden Indikatormolekule durch die Behandlung mit Entwicklungsreagenzien sichtbar 
gemacht. Diese Technik zum Sichtbarmachen wird als Jn-situ-Hybridisierung" Oder Jndirekte 
Feststellung" der in situ amplifizierten DNS bezeichnet. 

Das andere Verfahren zum Sichtbarmachen besteht darin, wahrend des PCR-Prozesses ein 
PCR-Reagens zu verwenden, das modifizie^ die ein 

Indikatdnrnoiekul angefugt wurde. Viele modifizierte Basen mit IndikatormolekQIen werden 
durch die DNS-Polymerase direkt in das ampjifizi^rte Rrodukt eingebaut. Die Position der 
amplifizierten DNS kann dann wie zuyor durch das Etehandeln des Objekttragers mit 
Entwicklungsreagenzien sichtbar gemacht werden. Dieses' Verfahren wird als „direkte Inte- 
grationsfeststellung" der in situ amplifizierten DNS bezeichnet. 

Die Entwicklungsreagenzien in beiden Verfahren umfassen typischerweise Enzyme wie 
Alkaliphosphatase in Verbindung mit einem Molekul, das sich stark und spezifisch mit dem 
Indikatormolekul auf der amplifizierten DNS oder auf der hybridisierten Probe verbindet, 
sowie ein Substrat, das durch das Enzym typischerweise in einen nicht losbaren, stark 
absorbierenden Farbstoff umgewandelt wird. Wenn das Indikatormolekul auf der amplifizier- 
ten DNS Biotin ist, dann ist das mit dem Enzym verbundene Bindungsmplekul typischer- 
weise Avidin. Wenn das Indikatormqlekul Digoxigenin, dann ist das Verbindungsmolekul ein 
Antidigoxigenin-AntikGrper. Beide Arten von Entwicklungsreagenzien wurden sowohl in der 
indirekten Feststellung durch die in-situ-Hybridisierung und in der direkten Integrationsfest- 
stellung verwendet. Die Indikatoren der Indikatormolekule konnen gefarbt, fluoreszierend 
oder radioaktiv sein. 

Beide Verfahren der Feststellung der in situ amplifizierten DNS konnen sehr empfindlich sein 
und von zehn zu einigen hundert Kopien des amplifizierten DNS-Segments in jeder Zelle 



feststellen. Beide Verfahren erfordem eine gewissen Nach-PCR-Verarbeitung des Objekt- 
trSgers nachdem die in-situ-Thermowechselbehandlung abgeschlossen ist. 

Verfahren zum Wechselbeharideln fur die irvsitu-PCR von ganzen Zellen unterscheiden sich 
je nach der Zeilenquelle. Zellen, die kein Gewebe bilden, wie Leukozyten und yiele Kultur-- 
zellen (wie He-La-Zeilen) erfqfdem nicht notwendigerweise eine spezielle Instrumentation fur 
" das lh-situ-PCR-Th^ et 31. bericHten in Proa Natl. Acad. Sci. 

USA 1987, 4971-4975 (1990), daft Suspensidnen derartig fixierter Zellen in denselbeih 
Reagerizgiasem therniisch wechselbehahdelt werden konnen, die normalerweise fur die 
L6sungsphasen-PCR verwendet werden, und daft die Zellen danach auf einem Objekttrager 
fur die Feststellung des amplifteierten Produkts verteilt werden. 

Hayfig werden derartige Zellen jedoch auf einem Objekttrager thermisch wechselbehandplt. 
Sie; werden durch Zentrifugieren auf dem Objekttrager verteilt, wobei ein sogenanntes 
1 Zytosp!h a -Praparat erzeugt wifd / Das Verteilen derartiger Zellen eiieichtert die Fixierver- 
fahren und anderen Bfehandlungen der Probe vor der PCR. Dies erfordert keinen zusatz- 
hchen Aufwand, da (ter Zytospih-Schritt sowieso spater fur die Sichtbarmachung des ampli- 
flzierten Produktes auf dem Objekttrager erforderlich ist Zytospins werden genauso wie auf 
Objekttragern aufgebfachte Gewebe amplifiziert. 

Wenn Zellen in Gewebeschnitten untersucht werden sollen, mussen sie direkt auf einer 
Oberflache amplifiziert werden, da die dunnen Schnitte arisonsten nicht die Morphologie des 
Gewebes wiedergeben k6nhen. Beim thermischen Wechselbehandeln der Gewebe ist es 
problematisch, die Gewebemoipholoigie und die Zejtenmorphologie beizubehalteh, die Ver- 
dampfung der PCR-Rekationsmixtur uber der Probe zu verhihdern und einheitliche, wieder- 
holbare Ergebnisse zu erhalten. 

Urn die in-situ-PCR auf fixierten Zellen Oder Gewebeproben auf einem Mikroskop-Objekt- 
trager aus Glas durchzufuhren, muft man erstens einen Objekttrager yerwenden, der derail 
behandelt wurde, daft die Zellen oder das Gewebe auf dem Objekttrager haften und nicht 
durch die waftrigen Behandlungen fQr die Sichtbarmachung der amplifizierten DNS wegge- 
waschen oder weggeschwemmt werden. Typischerweise ist ein mit Silan behandelter 
Objekttrager geeignet, der an seiner Oberflache kovalente Bindungen mit 3-Aminopropyl- 
Triethoxysilari-Molekulen eingeht. Altemativ dazu korinen Beschichtungen aus Poly (Lysin) 
oder Gelatine/Chromajaun verwendet werden. 



Als nachstes wird die Flache des Objekttragers mit der zu amplifizierenden Probe groBzQgig 
mit dem PCR-Reagens bedeckt, das DNS-Polymerase-Enzyme, Nukleotiden, Primer und 
andere Komponenten in den richtigen Konzentrationen enthait Dann mussen der Objekt- 
trSger und das Reagens typischerweise 10 bis 30 Mai mit Temperaturen von typischerweise 
ungefahr 95°C und 68°C, manchmal jedoch nur 37°C wechselbehandelt werden, wobei 
wahrend jedes Zyklus wenigstens eine Minute pder linger bei jeweils jeder der zwei oder 
drei ausgewahlten Temperaturen verblieben wird. 

Es gibt einige wichtige Anforderungen, die wShrend der thermischen Wechselbehandlung 
erfullt werden mussen, damit die in-situ-PCR erfolgreich ist. Eine Ahforderung besteht darin, 
da(i die Verdampfung von Wasser aus dem Reagens beinahe vollstandig vertiindert werden 
rnufi. Es kann keine Anderung yon mehr als 5% der optimalen Reagenskonzentrationen 
toleriert werden, ohne da(i niedrigere Amplfikationsergebnisse oder eine schlechtere spezi- 
fische Wirkung resultieren. Eine andere Anforderung besteht darin, dali kein der PCR- 
Reaktion entgegenwirkendes Material wahrend des Prozesses in Kontakt mit dem Reagens 
kommen darf, Eine weitere Anforderung besteht darin, dali Luftblasen oder geiostes Gas f 
die bei der Erwarmung durch das Reagens gelost werden, njcht den Zugriff des flussigen 
Reagens auf die gesamte zu verarbeitende Flaphe storen dOrfen. 

Veroffentlichungen uber die, in-situ^PCR zeigen, daft es fur die Beibehaltung einer sehr 
spezifischen Amplifikation h^ufig wichtig is;t, die Reaktipn so vorzu^ehen, daft ein „hei(3er 
Start" pder sein chemisches Aquiyalient erreicht wird. Bei einern physikaiisch heiften Start 
wird das ganze Reagens weder zusammengestellt noch kontaktiert es die Probe-DNS, bis 
alle fur die Reaktion erfordertichen Komponenten auf eine hohe Temperatur brwarmt sind. 
Die Temperatur mufi hoch genug sein, so dali keine Teilhybridisierung der Primer an 
anderen Positionen als der vorgeschriebenen Matrizenposition auftreten kann, obwohl das 
gesamte Genom der Zelle fur die nicht-spezifische Teilhybridisierung der Primer verfugbar 
ist. Die Temperatur muB auch hoch genug sein, um zu verhindern, dafi sich Primermolekule 
verbinden, um ein amplifizierbares Produkt zu bilden, das als w Primer-Dimer bezeichnet 
wird. Diese sichere Starttemperatur Hegt typischenveise im Bereich yon 68°C bis 75°C und 
ist typischerweise um 10°C warmer als die in der PCR verwendete Abkuhltemperatur. 

Eine Moglichkeit zum Erreichen eines „chemisch heilien Starts" in einer PCR besteht darin, 
in dem Reagens eine warmeempfindliche Komponente wie ein einstrangiges Bindungs- 
protein (SSB = Single Strand Binding) vdrzusehen, das eine Erweiterung durch das Polyme- 
raseenzym verhindert, bis die Reaktionsmischung im ersten PCR-Zyklus auf eine Tempe- 



ratur erwarmt wird, die hoch genug ist, um eine nicht-spezifische Hybridisierung zu verhin- 
dem und die warmeempfindlichen SSB-Komponenten zu zerStoren. Eine andere Moglichkeit 
zum Implementieren eines chemisch heiften Starts besteht darin, das dUTB durch Urazil zu 
ersetzen und zu dem Reagens das wdrmeempfindliche Enyzm UNG (Urazil-N-GIykosylase) 
hinzuzufugen, das alle PCR-Produkte zerstort, die bei der Inkubationszeit mit niedriger 
Temperatur vor dem ersten PCR-Zyklus erzeugt werden. 

Eine weitere Moglichkeit zum Implementieren eines chemisch heiften Starts besteht darin, 
das Taq-Polymeraseenzym mit einem Taq-Antik5rper zu kombinieren, bevor es zu dem 
Reagens hinzugefugt wird. Ein derartiger monoklonaler Antikfirper wurde vor kurzem von Dr. 
John Findlay der Kodak Clinical Products Division in einer Veroffentlichung mit dem Titel 
" development of PGR for In Vitro Diagnostics" der 1992 San Diego Conference: Genetic 
Recognition, November 18-20, 1992 vorgestellt. Der Taq-Antikprper bindet sich mit dem 
Taq-Pplymeraseenzyrri und verhindert des?en Funktion bei normalen Temperaturen. Beim 
Erwarmen der yerhinderten Taq-Polymerase auf beinahe 95°C yvird der Taq-Antikorper, der 
ein normales Protein ist, denaturiert, wodurch das Taq-Polymeraseenzym entbunden wird 
und normal im PCR-Prozeli fuhktipnie 

Diese Typen von chemisch heifien Starts erfordern das Aufnehmen .einer haufig teueren 
Komponente (z.B; UNG Oder eines Taq-Antikorpers) in das Reagens und konnen der Leis- 
tung der PCR unyorteilhafte Besbhrankungen auferiegen, wie etwa ein relativ kurzes Zeitlimit 
zwischen der Vorjbereitung eines Reagens und der Zeit, zu der es benutzt werden mu(i, oder 
eine genngere Effektivitat der Amplifikation. Es ist deshalb vorzuziehen, physikalisch heilie 
Starts bei der in-situ-PCR dUrchzufuhren, ^ wenn dies moglich ist. 

Laborarbeiter erfullen die obeh genannten Anforderuhgeh bei der in-situ-PCR durch ver- 
schiedene MSglichkeiten, die sie haufig in ihreaeigenen Labors entwickelt haben. Die unter 
Verwendiing der in-situ-PCR erhaltene Information kann haufig nicht in anderer Weise 
erhalten werden und ist derart wertvoll, daft der ungewohnlich hohe Aufwand und die 
ungewdhnlich hohe Investition von Wissen toleriert wird, um diese Information zu erhalten. 

Eine verbreitete Strategie besteht darin, einen Deckel pber eine zu amplifiziernede Probe zu 
legen und diesen mit Nagellack oder einem ahnliches Kleber zu dichten, wie durch 
Kommnoth et al. in Diagnostic Molecular Biology 1. #2. 85-97 (1992) gelehrt. Es ist nicht 
ungewohnlich, daft derartige Anordnungen lecken, da der Nagellack nicht stark an den 
Gewebeproben haftet. Da alle das Reagens enthaltenden Komponenten Starr sind, werden 



hohe Drucke bei der Denaturisierungstemperatur (typischerweise 94°C) erzeugt, die den 
Nagellack wegdriicken konnen. Der harte Deckel kann auch die Morphologie der empfind- 
lichen Zellen zerstoren, wenn er diese beriihrL Dieses Verfahren erlaubt keine praktischen, 
heilien Starts. Ein anderer Nachteil besteht in der Anforderung einer Chlorofomnbehandlung 
der Anordnung, um den Nagellack nach der Wechselbehandlung zu entfernen. 

Derartige Objekttrager werden typischerweise auf den Probenblock von Thermozyklusein- 
richtungen gelegt, die nicht eigens fur Objekttrager ausgebildet sind. Um einen guten 
Warmekontakt zu erhalten, verwenden Komminoth et al. einen Abstandhalter zwischen dem 
Probenraumdeckel der Thermozykluseinrichtung und : dem Objekttrager, um den Objekt- 
trager gegen den Probenblock zu drucken. Weiterhin sehen bestehisnde Thermozyklusein- 
richtungen mit L5chern im Thermoblock zum Aufnehmen von Reagenzglasem keinen gleich- 
mafiigen Warmekontakt und damit keinen gleichmaiiige Temperaturfur Objekttrager vor. 

Eine verwandte Technik wird von Chiu et al. J. Histochemistry and Cytochemistry 40. #3, 
333-34t (1992), demonstriert, der zu untersuchende Zellen auf Objekttragern mit Kammern 
zuchtet uhd eine in-situ-PCR der Zellen auf denselben Qbjekttragem durchffi Nach dem 
Zuchten werden die Kammerwande entfernt, wpbei aber die Diehtung zwischen dem 
Objekttrager und den Kammern auf dem Objekttrager gelassen wird. Um ; eine in-situ-PCR 
durchzufuhren, werden die Zeljen zuerst mit einer PCR-Reaktionsmischung be 
2,5% Agarose enthalt, und werden die Objekttrager eng mit einem Saranband umwickelt. 
Dieses Verfahren sieht eine flexible Bedeckung der Zellen ypr, die auf den Dichtungen 
aufliegt, so dafi eine Beschadigung der Zellen vermieden wird. Das Saranband ermoglicht 
eine Kontrolle der Verdunstung. Die gesamte Anordnung wird auf eine Perkin-Elmer-Cetus- 
DNA-Thermozykluseinrichtung gelegt, wobei Wasser in die (angen SchHtze zwischen deh 
Proben gegeben wird. Die Anordnung wird vor der Wechselbehandlung mit einem Kunst- 
stoffilm und einem Kunststoffdeckel bedeckt 

Nuovo et al. in American Journal of Pathology. #6, 1239-1244 (1992) bedecken die Proben 
mit einem Deckel aus einem flexiblen, temperaturbestandigen Polypropylen. Der Deckel wird 
typischerweise Qber dem gewQnschten Gewebe mit einem Tropfen Nagellack an einer Ecke 
fixiert. Der Objekttrager wird typischerweise in einem Aluminium-„Boot tt plaziert, das auf dem 
Probenblock einer Perkin-Elmer-Cetus-DNA-Thermozykluseinrichtung positioniert wird. Die- 
ses „Boot" dient vor allem dazu, das Minerals! zu halten t das spater zu der Objekttrager- 
Anordnung hinzugefugt wird, um eine Verdampfung der Reagenzien zu verhindern. Nach 
dem Bedecken der Probe mit der PCR-Reaktionsmischung ohne Taq-DNS-Polymerase, wird 



die Temperatur der Probe typischerweise auf uhgefahr 65°C erhdht und der Deckel teilweise 
gehoben, urn die Taq-Polymerase in die Reaktionsmischung einzufGhren und die PCR- 
Reaktion eirizuleiten. 

Die Mdglichkeit zum Heben des Deckels erlaubt einen heilien Start, was eine betrachtliche 
Verbesserung der spezifischen Wirkung und des Ertrags des spezifischen PCR-Produkts in 
der in-situ-PCR-Amplifikatlon ermoglicht. Nach dem Einfuhreri des Enzyms wird zuvo( er- 
wairntes Minerals! auf die Oberseite und die Seiten des Deckels gegeben. Etwas Ol wird 
aufgrurid der Kapillarwirkung auch unter den Deckel gezogen. Das Ol reduziert den Durch- 
messer des Tropfchens des PCR-Reagens unter dem Deckel sowie die Kontrolle uber die 
exakte Positionierung des Tropfchens des RCR-Reagens. Das Verfahreri ermoglicht ex- 
zeliente Ergebnisse, erfordert jedoch sehr geschickte Bedierier, ist umstandlich und ist nicht 
fur eine grofie Anzahl von Objekttragern geeignet. 

Ein ahderes verwehdetes Verfahren zum thermischen Wechselbehandeln und zuni Redu- 
zieren der mit der Verdampftjng und der Kpndensatiori verbundenen Probleme besteht 
darin, die Objekttrager in Kiinststoffbeuteln zu plazieren und diese in einer Luftofen-Themno- 
zykluseinrichtuhg wechselzubehahdeln. Zuni Beispiel bedecken Staskus et al. in Microbial 
Pathogenesis 1991 . 1 1 , 67-76 (1 991) und Emberto et al. in Proc, Natl. Acad. Sci. U.S. A/ 90, 
357-361 (1993) Objekttrager mit einem Deckel und dann mit Mmeralol, bevor sie die Objekt- 
trager in einen gegenuber Hitze dichtbareri Kuriststbffbeutel plazieren, der in einer Luftofen- 
Thermo2ykluseinrichtung i '''v^chSeibehajldeif . wircl-_ " Mit dem Luftofeh wird das Problem des 
Verdampfens des VVassers aus der Probe und des Kohdensierens desseiben auf dem 
Deckel vermieden, weil die gesamte Anordnung wahrend der thermischen Wechselbehahd- 
lung im wesehtlichen isotherrhisch ist. 

Der Hauptnachteil bei der Verwendung eines Luftofens besteht darin, da(i die schiechten 
Obertragungseigenschaften des Systems sehr langsame Zykluszeiten bedingen. Derartige 
Systeme wejsen haufig auch eine schlechte Gleichmaliigkeit der Temperatur bei aufein- 
anderfolgenden Proben auf. 

Alles in allem bietet keines der bestehenden Verfahren jeweils die vorteilhaften Aspekte 
einer guten thermischen Gleichmaliigkeit, einer Kontrolle der Verdampfung ohne Mineraiai, 
eines kleinen Reagensvolumens, der Erhaltung der Zellenmbrphologie, der Fahigkeit eines 
heifien Starts und der praktischen Anordnung einer grolien Anzahl von Objekttragern fur 
eine thermische Wechselbehandlung in einer anderen Anordnung als der horizontalen. Bei- 



nahe jeder verwendet heutzutage das Eintauchen des vorbereiteten ObjekftrSgers in Mine- 
ralol, um das Verdampfen von Wasser aus dem Reagens wahrend der thenmischen 
Wechselbehandlung zu vermeiden. 

Die Olbeschichtung ist extrem unpraktisch, weil sje gewohhlich in zusatzlichen Schritten 
nach dem thenmischen Wechselbehandeln und vor der weiteren Verarbeitung mit Feststel- 
lungsreagenzien sorgfaitig und vollstahdig entfernt werden muR. Ol ist manchmal auch 
Trager von Verunreinigungen. die die PCR zunichte machen konnen. 

Wir haben durch Experimente herausgefunden, daft wenn ein auf Wasser basierender 
Reagens auf der Probe vorgesehen ist und ein Deckel aus Kunststoff auf der Probe ange- 
bracht und mit Hilfe von Klebstoff an den Ecken oder Kanten an dem Objekttrager befestigt 
wird, die Oberflachenspannung und die Elution von Gas den flussigen Reagens wahrend der 
Wechselbehandlung bevyegen. Deshalb sind diese Verfahren nicht immer v&llig verlafilich. 
Dabei ist es allgemein erforderlich, da(i der Objekttrager horizontal angeordnet wird, wo 
durch die Moglibhkeiten der Anordhung in einer Thermozykluseinrichtung beschrankt wer- 
den. Bemuhurigeri, ^ das Reagens unter einem Deckel zu dichten, indem sein Durchmesser 
vbllstandig mit einem dichteriden Klebstoff umgeben wird, sind haufig nicht erfolgreich, weil 
eine Gasdichtung mit Klebstoff allei.ne schwierig oder unmoglich aufrechtzuerhalten ist, 
Aufterdem ist die Oberfl^che des Objekttragers gewohnlich mit einer dunnen Schicht dec 
Probe unter wenigstens einem Teil des Deckelumfangs bedeckt, wodurch eine schlechte 
Haftung auf dem Objekttrager veairsacht wird. 

Dementsprechend besteht ein Bedarf fur ein neues und verbessertes vollstandiges Proben- 
haltesystem zum Durchfuhren einer in-situ-PCR. Es besteht ein Bedarf fur ein System, das 
ein praktisches physikalisches Halten des Reagens auf einer Probe vorsieht und das das 
Verdampfen, des Reagens und der Probe w§hrend der thermischen Wechselbehandlung 
verhindert Es besteht weiterhin ein Bedarf fQr ein System, das die Verwendung von Ol 
uberflussig macht, keinen Klebstoff verwendet und keine horizontal^ Anordnung des Objekt- 
tragers wahrend der thermischen Wechselbehandlung erfordert. 

Zusammenfassuna der Erfindunq 

Die vorliegende Erfindung erfQIlt den oben genannten Bedarf durch eine Halteanordnung 
nach Anspruch 1, ein System fur die PCR-Amplifikation nach Anspruch 22 sowie eine 



Vorrichtung zum Anordnen einer in-situ-PCR-Probe und eine Halteanordnung nach An- 
spruch 42. 

Das Haltesystem in Obereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung umfadt einen her- 
kommlichen Objekttrager aus Glas mit einer darauf angebrachten Gewebeprobe, die eine 
Ziel-Nukleinsaure umfalit, ein flexibles Deckelglied uber der Probe sowie eine Halte- 
anordnung, die mechanisch an dem Objekttrager befestigt ist, urn ein Reagens auf der 
Probe auf dem Objekttrager unter dem Deckel zu haiten. 

In dem System in Obereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung wird das Reagens durch 
eine dunnen r flexiblen Deckel in Kontakt mit dem ausgewahlten Teil der Probe gehalten, 
wobei der flexible Deckel mechanisch gegen den Objekttrager geklemmt wird. Dieser Deckel 
kann lichtundurchlassig Oder transparent sein, da das Reagens wahrend des Anordnens 
vorzugsweise durch das Glas und nicht durch den Deckel betrachtet wird, und muB inaktiv 
gegenuber den PCR-Reagisnzien und der Probe sein. Ein im wesentlichen kreisformigef 
Dichtuhgsring urn den Umfang des Deckels prefit den Deckel gegen den. Objekttrager, urn 
eine hermetische Dichtung aufrechtzuerhalten. Der Druck wird durch eine Anordnung aus 
: einer Federklemme . und einem Quertrager aufrechterhaiteh. Die amplifizierte Probe auf dem 
Objekttrager wird. auf herkommliche Weise durch ein Mikroskop betrachtet, nachdem der 
Deckel und seine ^ hialteeinrichtuhg entferht wurden. 

Das System macht die Anordnung der gesamten Reaktioh iauf dem Objekttrager schnell, be- 
quem und wiederholbar, wpbei eine minimale Geschicklichkeit erfprderlich ist. Die Anord- 
nungsprozedur kann einfach mit physikalischen Heiastarts yerwendet werden. SchliefSlich 
kann das System einfach mit herkammlichen Feststeilungstechniken verwendet werden. 

Diese und andere Merkmale, Aufgaben und Vorteile der vorliegenden Erfindung werden 
durch die folgende Beschreibung yerdeutlicht, die auf die beigefugten Zeichnungen Bezug 
nimmt. 

Kurzbeschreibuna der Zeichnunaen 



Fig. 1 ist eine perspektivische Ansicht eines Probenhaltesystems in Obereinstimmung mit 
der vorliegenden Erfindung. 



Fig. 2 ist eine Explosionsansicht der Systemanordnung von Fig. 1, die hier auf den Kopf 
gestellt, d.h. in der beim Anordnen verwendeten Lage gezeigt ist. 

Fig. 3 ist eine vergrofierte Teilansicht von oben der Anordnung von Fig. 1, die hier auf den 
Kopf gestellt gezeigt ist. 

Fig. 4 ist eine Querschnittansicht der Anordnung entlang der Linie 4-4 von Fig. 3. 

Fig. 5 ist eine Querschnittansicht der Anordnung entlang der Linie 5-5 von Fig. 3. 

Fig. 6 ist eine Endansicht einer der Federklemmen in Obereinstimmung mit der vorliegenden 
Erfindung. 

Fig. 7 ist eine Ansicht von oben auf die in Fig. 6 gezeigte Federtdemme. 

Fig. 8 ist eine Ansicht von uriten eines bevorzugten Quertragers, der in 4 er Anordnung in 
Obereinstimmung mit der voriiegenden Erfindung verWendet wird. 

Fig. 9 ist eine Seitenansicht des in Fig. 8 gezeigten Quertragers. 

Fig. 10 ist einei Querschnittansicht des Quertragers von Fig. 8 entlang der Linie 10-10 

Fig. 1 1 ist eine perspektivische Ansicht einer Vorrichtung fur die manuelle Anordnung fur das 
Haltesystem der vorliegenden Erfindung. 

Fig. 12 ist eine perspektivische Ansicht einer mechanischen Anordnungseinrichtung fur das 
Haltesystem in Obereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung. 

Fig. 13 ist eine perspektivische Ansicht der von der Vorrichtung von Fig. 12 getrennten 
Zangenanordnung. 

Fig. 14 ist eine Ansicht von oben auf eine Anpassungsplatte mit Nuten fOr eine bestehende 
Thermozykluseinrichtung.. 

Fig. 15 ist eine Schnittansicht der Anpassungsplatte mit Nuten von Fig. 14. 



Fig. 16 ist eine perspektrvische Ansicht einer Thermozykluseinrichtung mit einem modi- 
fizierten Wamnetauschblock, der dafQr angepafit ist. die Probenhaltesysteme in Oberein- 
stimmung mit der vorliegenden Erfindung aufeunehmen. 

Fig. 17 ist eine vergrofierte Teilschnittansicht des Warmetauschblocks der in Fig. 16 ge- 
zeigten Thermozykluseinrichtung. 

Fig. 18 ist eine Ansicht von oben einer ersten alternativen AusfGhrungsform des Quertragers 
und des Deckels in Obereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung. 

Fig. 19 ist eine Ansicht von oben einer zweiten alternativen Ausfuhaingsform des Quer- 
tragers und des Deckels in Obereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung. 

Fig. 20 ist eine Schnittansicht des angeordneten Haltesystems in Obereinstimmung mit der 
vorliegenden Erfindung, das einen alternativen Quertrager und einen alternativen Deckel von 
Fig.- 18 Oder 1? umfaflt. 

Fig.: 21 ist eine vergrofcerte Teilschnittansicht des in Fig. 20 gezeigten Haltesystems entlang 
der Linie 21-21. : , " r -* • 

Fig. 22 ist eine Ansicht von oben eines Haltesystems, das in Obereinstimmung mit der 
vorliegenden Erfindung auf einem Objekttrager angeordnet ist und eine dritte alternative 
beyorzugte Ausfuhrungsform des Quertr^gers und des Deckels verwendet. 

Fig; 23 ist eine Teilschnittansicht der in Fig. 22 gezeigten vorliegenden Erfindung entlang der 
Linie 23-23. 

Fig. 24 ist eine Teilschnittansicht der in Fig. 22 gezeigten vorliegenden Erfindung entlang der 
Linie 24-24. 

Ausfuhrliche Beschreibuno der Erfindung 

Fig. 1 zeigt das Haltesystem 10 in Obereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung zum 
Halten einer Probe 12, die eine Ziel-NukleinsSure enthalt, und eines auf der Probe aufge- 
brachten Reagens 13 auf einem Objekttrager 14 aus Glas. Das System 10 umfalit den 



Objekttrager 14 aus Glas, ein im wesentlichen flexibles Deckelglied 16 uber der Probe 12 
sowie eine Halteeinrichtung 18, die den Deckel 16 auf dem Objekttrager 14 befestigt. 

Diese Systemanordniing 10 ist perspektivisch in Fig. 1 gezefigt. Fig. 2 zeigt eine Explosions- 
ansicht der einzelnen Teile, und Fig. 3 zeigt eine vergrofterte Ansicht yon oben des in Fig. 1 
gezeigten angeordneten Systems. Fig. 4 und 5 zeigen Querschnittansichten des Systems 10 
von Fig. 3. 

Das Reagens 13, ungefahr ein Tropfen, ist durch eine flexibles Dichtungsglied oder eine 
Dichtung entlang des Umfangs dicht in dem Volumen zwischen dem Deckel 16 und dem 
Objekttrager 14 eingeschlossen. Das Dichtungsglied kann ein separates Teil oder ein ein- 
stuckig mit dem Deckel 16 ausgebildeter Teil sein. Die Dichtung ist vorzugsweise als flexibler 
Randteil 19 des Deckelgliedes 16 vprgesehen, das aus einem Elastomer hergestellt ist, das 
chemisch mit den PCR-Reagenzien kompatibel ist. In der bevorzugen Ausfuhrungsform ist 
das Deckelglied 16 aus Silikpnkautschuk hergestellt. Die Dichtung ist breit genug und wird 
durch einen starrer) Dichtungsring 20 mit ausreichender Kraft pro Flache gegen den 
Objekttrager 14 gedruckt, so dali. auch dann nur wenig VVasser/ Flussigkeit oder bampf 
wahrend der thermischen Wechse!behandlung aus dem Raum unter dem Deckel 16 ent- 
weichen kann, wenn die Oberflache des Objekttragers unter dem Dichtungsring mit einer 
dunnen Schicht von Zellen oder Gewebe der Probe 12 bedeckt ist. Die Dichtung soil auch 
bei Kochtemperaturen aufrechterhalten werden. 

Der flexible Deckel ist derart gefqrmt, dali er im entspannten Zustand auf der das Reagens 
, beruhrenden Seite leicht konkay ist. Der gewahlte Grad der Hohlung definiert das Volumen 
13, das zwischen dem Deckel 16 und dem Objekttrager vorgesehen ist, wenn der Dichtungs- 
ring 20 den Randteil 19 des Deckels 16 gegen den Objekttrager 14 drdckt. Typischerweise 
betragt das Volumen bei einem kreisfprmigen Deckel mit einem Durchmesser von 12 mm 
ungefahr 10 Mikroliter, Das Volumen wird wie folgt gewahlt. Wenn das Volumen zu grofc 
gewahlt wird, ist die erfordertiche Menge des Reagens unnotig teuer und braucht langer, urn 
sich zu erwarmen oder abzukQhlen. Wenn das Vplumen zu klein ist, ist das Verhaltnis zwi- 
schen Oberflache und Volumen unter dem Deckel unvorteilhaft groli, was das Risiko einer 
schlechten Amplifikation wegen der Adsorption der Enzyme auf den Oberflachen oder einer 
Vergiftung des Reagens 13 durch Spuren von hindemden Verunreinigungen auf den Teilen 
oder auf der Probe 12 erhoht. 



Typischerweise ist der Durchmesser des interessanten Bereichs der zu untersuchenden 
Probe 12 nicht grSfter als 10 mm. Der freie Bereich des ObjekttrSigers ist ungefahr 25 mm 
mal 57 mm groft, weil ein Ende gewohnlich fur die Etikettierung reserviert ist Da es ziemlich 
schwierig ist, einen Gewebeschnitt mit einer Dicke von nur wenigen Mikrometem prazise auf 
einer vorbestimmten Position auf dem Objekttrager zii plazieren, ist es vorzuziehen, den 
Deckel 16 so auszubiiden, da(i er an einer beliebigen Position auf dem freien Bereich ange- 
ordnet werden kann. Es k6nnen auch mehr als eiri ihteressahter Bereich auf einem Objekt- 
trager vorhanden sein, so daB es von Vorteil ist, wenn wie in Fig. 1 gezeigt mehr als eine 
Probe und mehr als ein System 10 auf eiriem Objekttrager angeordnet wierden kfinneh. 

Die heuartige Halteanordnung 18 zum Klemmen des Deckels 16 auf den Objekttrager 14 
erlaubt eine stark variabl4 Position des Deckels 16. An einer beliebigen Position innerhalb 
eines wenigen Millimeter breiten Randes an den Kanten des freien Bereichs auf dem Objekt- 
trager poisitionierte Proben kdnnen gehalteh und amplifiziert werden. Der wenige Millimeter 
breite Rand wird fur den Dichtungsring 20 benOtigt. Der Randteil 19 des Deckels 16 wird 
durch den starren Dichtungsring 20 um semen Umfang herum verstirkt, so dafi wenn der 
Dichtungsring 20 an zwei gegenuberliegenden Kanten des Deckels gegen den Objekttrager 
14 gedruckt wird t um dieselben adaquat zu dichten, dann auch alien anderen Teile entlang 
des Umfangs des Deckel ad^quat gedichtet sind. Der starre Dichtungsring 20 erlegt also die 
Beschrankung auf/dali der Umfarig des D 

Der Deckel 16 Jst vorzugsweise eirjie kreisformige Scheibe aus einem dunnen Gummi- 
folienmaterial. Per starre Dichtungsring 20 aus nichtrostendem Stahl ist mit dem Rand 19 
des Gummideckels 16 verbiiriden. Per Ring 20 kann einen rechteckigen, trapezformigen, 
dreieckigen bder anderen vieleckigen Querschnitt aufweisen, so dali wenigstens eine flache 
Seite fur die Verbindung mit dem Deckel 16 vorgesehen ist. Vorzugsweise weist der Ring 20 
eine rechteckigen oder trapezformigen Querschnitt auf. Auch ein „DM6rmiger Querschnitt ist 
moglich. AuBerdem mufi der Ring nicht rund sein. Er kann rechteckig sein oder eine andere 
kontinuierliche Form aufweisen, solange der Deckel 16 eine dichte Verbindung mit der 
Oberfiache des Objekttragers herstellen kann. Der mit dem Stahlring 20 verbundene Rand 
19 des Gummischeiben-Deckels 16 bildet auf diese Weise eine mit dem Rest der Scheibe 
kontinuierliche Dichtung. Diese Ausfuhrungsform erfordert, daB der dunne Gummideckel 16 
undurchiassig fur die Diffusion von Wasserdampf und gleichzeitig gegenuber den PCR- 
Reagenzien nicht feindlich ist. Silikonkautschuk ist zwar der PCR gegenuber nicht feindlich, 
ist jedoch fur Wasserdampf zu durchiassig. Dementsprechend ist wie in Fig. 4 und 5 gezeigt 
entweder eine Sandwich-Schichtung oder ein Kompositmaterial aus einem nicht feindlichen 
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Elastomer wie Silikonkautschuk und einem nicht durchlassigen Elastomer wie Polypropylen 
Oder eine nicht feindliche Beschichtung 21 wie Parylen D von Union Carbide auf wenigstens 
einem Teil der Unterseite einer nicht durchlassigen Elastomerschicht als Material fur den 
Deckel vorzuziehen. 

Die erforderiiche konkave Form des Deckels 16 kann entweder wahrend des Gieftens, durch 
das Verformen des flachen Deckels 16 wahrend des Verbindens mit dem starren Ring 20 
oder durch das Verbinden der Auftenoberfiache des Deckels 16 mit einem am Ring 20 
vorgesehenen Querstuck (nicht gezeigt) erreicht werden, der das Zentrum der Scheibe leicht 
aus der Ebene des Rings 20 halt. 

Der Deckel 16 wird durch einen starren Quertrager 22 mit parallelen Schienen 24, die nur 
gegenuberliegende Teile des Dichtungsripgs 20 beruhren, gegen den Objekttrager 14 
gehalten. Die Schienen 24 des Quertragers 22 erstrecken sich von einer Kante zur anderen 
uber den, Objekttrager. Der Depkel 16 kann also wie in .Fig. 3 gezeigt an einer beliebigen 
Position auf dem Quertrager 22 ahgeordnet werden. Weiterhin kann der Quertrager 22 an 
einer beliebigen Position entlang der LSnge des Objekttragers festgeklemmt yverden . Des- 
haib kann der Deckel 16 in der vortiegenden Erfindung an einer beliebigen Position innerhalb 
des freien Bereichs.auf dem ObjekttrSger angeordnet werden". 

Die Schienen 24 des Quertragers 22 weisen vorzugsvyeise wie in Fig. 5 gezeigt einen L-for- 
migen Querschnitt auf, urn die Starrheit zu verbessem. Die Schienen 24 werden uber flache 
Enden 26 yerbunden, die wie in Fig, 1, 3 und 4 gezeigt mit Hilfe von zwei Klertimen 28 auf 
dem Objekttr§ger 14 festgeklemmt werden. Diese v Klemmen 28 erstrecken sich jeweils uber 
die langen Kanten zur Ruckseite 30 des Objekttragers 14, d.h. zu der Oberflache gegenuber 
der die Probe 12 tragenden Oberflache. Jedes Ende 26 des Quertragers 22 ist leicht gebo- 
gen, um eine geneigte Ebene zu bilden. Wenn die Klemmen 28 in Position geschoben wer- 
den, gleiten sie auf diesen Enden 26 mit den geneigten Ebenen und uben eine wesentliche 
Druckkraft auf den Quertrager 22 und den Dichtungsring 20 aus, so daft der Randteil 19 des 
Deckels 16 gegen den Objekttrager 14 gedruckt wird. 

Obwohl die Klemmen 28 und der Quertrager 22 aus einem relativ dunnen Material 
hergestellt werden konnen, etwa aus nichtrostendem Stahl, mussen sie ausreichend starr 
sein, so daft sie sich wahrend des Anordnens lediglich geringftigig biegen. Die gespeicherte 
Energie ftir die Kiemmkraft stammt vorzugsweise grofttenteils aus dem Zusammendrucken 
der Gummidichtung (des Randes 19 des Deckels unter dem Dichtungsring 20) und nicht aus 



dem Biegen des Quertragers 22 Oder der Klemmen 28. Die vorteilhafte Folge davon ist t daft 
die Schienen 24 des Quertragers 22 unabh&ngig davon, wo der Deckel 16 auf dem Objekt- 
trager positioniert ist, immer parallel zu dem Objekttrager angeordnet sind, so dad der Rand 
19 entlang seines gesamten Umfangs gleichmaftig mit derselben Kraft zusammengedruckt 
wird. Der Quertrager 22 und die Klemmen 28, die deh Deckel 16 auf dem Objekttrager 14 
festklemmen, sind ausreichend starr, urn dem durch das Erwarmen des Reagens 13 auf 
beinahe Kochtemperatur erzeugten Doickanstieg standzuhaiten. Die Flexibilitat des Deckels 
reduziert erheblich den maximalen Druck, der unter dem Deckel auftreten kann. Aulierdem 
wirkt der flexible Deckel 16 der Fluidexpansion wahrend des ErwSrmehs entgegen, ohne 
dali der Objekttrager 14 gebrochen wird, der das eirigeschlossene Volumen effektiv unter 
Druck setzt. Dadurch kanneine Blasenbildung im Reagens 13 wahrend der thermischen 
Wechselbehahdlung verhindert Oder wenlgstens minimiert werden, wobei die Unabhangig- 
keit des Haltesystems der voriiegenden Erfindung von der absoiuten Hohe genutzt wird. Die 
durch den Quertrager auf deh Ring ausgeubte Kompressionskraft liegt im Bereich von vler 
Pf und (17,8 N) und hat eine Kompression des Gummirarides i9 von ungefahr 20% zur 
Folge. ' 

In Fig. 6 und 7 sind jeweils eine Draufsicht und eine Endahsicht einer der Klemmen 28 
gezeigt. Die Klemme 28 ist ein Stdck Metallblech aus nichtrpstendem Stahl, das in eine 
„J"-Form gebogen ist, urn eine lange Seite 32, eine kurze Seite 34 spwie eine verbindende 
senkrechte Seite 36 vorzuseheh. Die Seite 32 kahn ein F i aair von Delleh 38 aufweisen, die 
zu der kurzen Seite 34 hiri vorstehen. Diese Dejlen sind derart zueinander beabstandet, dali 
sie die Innenkante des Endes 26 mit der geneigten Ebene des Quertragers 22 kontaktier^n 
und uber dieselbe schnappen, urn die Klemme 28, deh 6uertrager 22 und den Objekttrager 
14 wie in Fig. 1 und 4 gezeigt zusammenzuhalten. Alternativ dazu kanh die Funktion der 
Dellen 38 durch eine erhobenen Grat oder einen anderen Sperrmechanismus zwischen den 
ineinandergreifehden Anordnungsteilen 18 erfulit werden. 

Eine alternative bevorzugte Ausfuhrungsform des Quertragers 22 ist in Fig. 8, 9 und 10 
gezeigt. Der Quertrager 22a ist im wesentlichen ein gestanzter rechteckiger Metallblech- 
korper, der zwei parallele Schienen 24a bildet, die durch Querenden 26a verbunden werden. 
Die Schienen 24a des Quertragers 22a weisen wie in Fig. 10 gezeigt einen L-formigen 
Querschnitt auf. Bei der Anordnung werden die Schienen 24a zusammen mit den flachen 
Enden 26a wie oben beschrieben auf dem Objekttrager 14 festgektemmt. Der grundsatzliche 
Unterschied zu dem ersten in Fig. 3 gezeigten Quertrager besteht darin, dali die Enden 26a 
in einer doppelten Biegung 27a mit den Schienen 24a verbunden werden. Die doppelte 



Biegung 27a ertaubt es, daB das lange Bein der Klemme 28 unter Reibung mit der 
Oberflache des Endes 26a verbunden wird. Die doppelte Biegung 27a erzeugt auch beinahe 
eine Stufe, so daft die Gesamtdicke der Anordnung des Objekttragers und des Deckels 
minimiert ist, wenn die Klemme 28 angebracht ist 

Eine Neigung von ungefahr 3° an den Enden 26a reicht aus, urn die nptwendige Greifkraft 
zwischen den Tragerenden 26a, dem Objekttrager 14 und der Klemme 28 vorzusehen und 
um einen ausreichenden Druck auf den starren Ring 20 auszuuben. Wenn der in den Fig. 8 
bis 10 gezeigte alternative Trager verwendet wird, dann sind keine Dellen 38 auf den 
Klemmen 28 erforderlich. 

Da der Deckel 16 nicht grdBer ist als erforderlich, ist das Volumen des Reagens nicht groBer 
als erforderlich, so daB die zum Herstellen einer leckgeschutzten Dichtung erforderliche 
Kraft minimiert ist. Alle diese Eigenschaften sjnd vorteilhaft. Es ist vorteilhaft, daB keine 
groBe Dichtkraft erforderlich ist, weil es das Anordnen einfacher macht. AuBerdem wurde ein 
ium starren Aushalten einer groSeren Kraft erforderlicher Mechanismus die Anordnung 
unnotig dick und massiv machen. Daduirch wurde wiederum die Anzahl der gieichzeitig in 
einer Zykluseinrichtung unterzubringenden Objekttrager beschrankt werdeni wenn diese 
Kante an Kante angeordnet werden. Weiterhin wurde auch die thermische Zeitkonstante der 
Anordnung erhoht werden und dadurch der ZyklusprozeB verlangsamt werden. 

Das ^ Anordnen eines Objekttragers fur die in-situ-PCR 

Das Anordnen des vollstandigen Haltesystems 10 auf einem Objekttrager 14 mit einem unter 
einem Deckel 16 plazierten Reagens 13 wird durch eine einzigartige Prozedur bewerkstelligt, 
die auch Teil der vorliegenden Erfindung ist. In einer bevprzugten Ausfuhrungsform wird eine 
Vorrichtung 40 fOr das manuelle Anordnen verwendet. Diese Vprrichtung 40 ist in Fig. 11 
gezeigt. In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform wird eine mechanisch unterstutzte 
Anordnungsvorrichtung bzw. ein mechanisch unterstutztes Anordnungswerkzeug verwendet. 
Ein derartiges Werkzeug ist in Fig. 12 gezeigt. 

Die in Fig. 11 gezeigte Vorrichtung 40 fur das manuelle Anordnen besteht aus einem auf 
einer Grundplatte 45 befestigten Anordnungspfosten 42 und einer beweglich auf der Grund- 
platte 45 befestigten Objekttragerfuhrung 44. Die Objekttragerfuhrung 44 ist nach oben 
federvorgespannt, um sich vertikal um den Pfosten 42 zu bewegen. Die Oberseite des 
Pfostens 42 weist Vertiefungsbereiche 46 und 48 auf, die derart geformt sind, daB sie die 



Klemmen 28 und den Quertrager 22 lose aufnehmen, urn diese fur das Anordnen auf dem 
Objekttrager 14 in Position zu halten. Der Pfosten 42 weist auch einen zentralen Luftdurch- 
gang 43 auf. 

Die Objekttragerfuhrung 44 ist ein U-formiger Korper, der zwei im wesentlichen flache 
Plattenteile 50 aufweist, die neben gegenOberliegenden Seiten des Pfostens 42 angeordnet 
sind. Diese Plattenteile 50 weisen einen Kahal auf, der zunri Aufnehmen eines dem Standard 
entsprechenden Mikroskop-Objekttragers dimensibniert ist Die zwei Plattenteile 50 sind 
durch ein einstuckig damit ausgebiidetes U-fdrmiges Jbch 52 miteinander verbunden. Jeder 
Plattenteil 50 weist eine Muffe 54 auf, die an seiner Unterseite befestigt ist und Ober einen 
entsprechenden auf der Grundplatte 45 befestigten Stift 56 gleitet. Urn die Stifle 56 sind 
Fedem 58 befestigt, die die Fuhrung nach oben zu einer Position vorspannen, in der der 
durch die Plattenteile 44 gehaltene Objekttrager 14 uber den Vertiefungsbereichen 46 und 
48 in der Oberseite des Pfostens 42 positioniert ist. 

Das Anordnen des Haltesystems 10 wird wie folgt vorgenommeh. Zuerst werden zwei Klem- 
men 28 in die Vertiefungsbereiche 46 auf der Obbrseite des Pfostens 42 mit ihren langen 
Seiten 32 nach unten gegen den Pfosten 42 geiegt. Danh werden sie derart ppsitioniert, daft 
der Raum zwischen ihren gegenuberliegendelh kurzen Seiteh 34 gerade etwas breiter ist als 
die Breite eines Standard-Mikrdskop-6 Als nachstes wjrd der Quertrager 22 

auf den Anordnungspfosten zwischen die Vertiefungen 46 wie in Fig. 2 gezeigt mit den 
Schienenkanten nach oben und den Schienen 24 in den Vertiefungsbereichen 48 plaziert. 
Die Dimensionen der verschiedenen Teile sind derart, dali jeweils ein Teil der geneigten 
Ebenen der Enden 26 des Quert^gers 22 auf der Oberseite der langen Seiten 32 der Klem- 
men 28 liegt. Auf diese VVeise wird die anfangliche Verbindung der Klemmen 28 mit dem 
Quertrager 22 hergestellt. 

Altemativ dazu kann eine zuvor angeordnete Kombination aus dem Quertrager 22 und den 
zwei Klemmen 28, die durch einen schwachen Klebstoff verbunden und in der richtig beab- 
standeten Anfangsbeziehiing gehalten werden, vorgesehen werden, urn den Aufwand bei 
der Vorbereitung der Anordnung 18 zu reduzieren. Wenn die Klemmen 28 aus einem mag- 
netischen nichtrostenden Stahl hergestellt sind, konnen weiterhin im Anordnungspfosten ein- 
gebettete kleine Dauermagneten die Klemmen mit minimalem Aufwand automatisch richtig 
positionieren. 



Als nachstes wird der Deckel 16 mit dem am Randteil 19 angebrachten Dichtungsring 20 auf 
und zwischen die Schienen 24 des Quertragers 22 plaziert, wobei die konkave Dichtungs- 
seite des Deckels 16 nach oben angeordnet ist und der Dichtungsring 20 auf den Schienen 
24 des Quertragers 22 ruht Der Deckel 16 wird dann derart positioniert, daft er unter dem 
interessanten Bereich (mit der Probe) auf dem Qbjekttrager 14 zentriert ist. Der Deckej ist 
derart dimensioniert, daft sein Rand 19 (d.h. die Dichtoberfiache) weiter uber die Schienen 
des Quertragers 22 vorsteht a!s die Dichtung bei der Anbrdnung zusammengedrOckt wird, 
so daft der Quertrager 22 vorzugsweise auch nach dem Zusammendrucken des Randes 19 
den Objekttrager 14 aus Glas nicht tatsachlich beruhrt, wie in Fig. 4 und 5 gezeigt. 

Ein Tropfchen des Reagens 13 wird dann auf den Deckel 16 gegeben. Eine zum Ausgeben 
des gewunschten Reagensvolumens eingestellte Pipette wird vorzugsweise manuell verweh- 
det, um das Reagens als Tropfchen nahe dem Zentrum der konkaven Oberflache auszu- 
geben. Da die Oberflache des Deckels nur zum Teil benetzbar ist r breitet sich das Tropfchen 
nicht wesentlich aus. Es steht deutlich nach oben uber den Rand 19 cles Deckels 16 vor. 

Der Objekttrager 14 mit wehigstehs einer zuvbr auf demselben angebrachten Probe 12 wird 
dann auf die Objekttragerfuhrung 44 der Anordnungsvonichtung 40 mit der Probenseite 
nach unteh direkt uber dem ReagenstrOpfchen 13 plaziert. Die Objekttragerfuhrung ist zu 
Beginn derart positioniert, daft der Boden des Objekttragers durch die Fedem 58 ; immer 
wenigstens einige Millimeter uber der Oberseite des Reagenstrppfchens 13 gbhalten wird. 
per Objekttrager 14 wird positioniert, indem er in seiner Langsrichtung verschoben wird, um 
den zu verarbeitenden Prpbenbereich uber dem auf dem Deckel 16 zu zentrieren. 

Dies kann yorgenommen vyerden, indem durch die ROckseite des (auf dem Kopf stehenden) 
Objekttragers 14 geblickt wird ( was dadurch erleichtert werden kahn, daft der interessahte 
Bereich durch eine Markierung auf der RCickseite 30 des Objekttragers 14 angegeben wird. 

Als nachstes legt der Benutzer einen Finger (im Handschuh) direkt uber dem Anordnungs- 
pfosten 42 auf die ROckseite 30 des Objekttragers 14 und Obt einen direkt nach unten geri- 
chteten Druck aus, der ausreicht, um die nach oben druckende Kraft der Federn 58 zu uber- 
winden und die Objekttragerfuhrung 44 nach unten zu bewegen. Dadurch wird die Proben- 
seite des Objekttragers 14 in Kontakt mit dem Reagenstropfchen 13 gebracht und wird das 
Tropfchen 13 uber den Objekttrager 14 und . die Deckeloberfiache innerhalb des Randes 19 
verteilt. Das Volumen des Reagenstrdpfchens wird so gewahlt, daft es etwas grofter als das 
Volumen zwischen der konkaven Oberflache des Deckels 16 und der Ebene seines Randes 
19 (der Oberflache des Objekttragers) ist. Deshalb erreicht das Tropfchen 13 die Kante des 



Randes 19 und Qberschreitet dieselbe kurz bevor die Objekttrageroberfiache den Rand 19 
kontaktiert Dadurch wird alie Oder beinahe alle Luft aus dem Raum unterhaib des Deckels 
16 verdrangt, bevor der Objekttrager 14 und der Deckelrand 19 eine Dichtung bilden. Es ist 
akzeptabel, dali ein kleines uberschOssiges Volumien des Reagens uber . den Rand 19 des 
Deckels 16 gedrdngt wird, da dieses wahrend des weiteren Prozesses trocknet. Die nach 
unten auf den Objekttracjer 14 gerichtete Kraft beginnt nun den Rand 19 zusammenzu- 
drticken. 

Wenn der Rand 19 teilweise zusammengedruckt wurde, soilte die Ruckseite 30 des Objekt- 
tragers 14 gerade bei oder gerade unterhaib der Bodenkante der kurzen Seite 34 jeder der 
Klemmen 28 sein. Zu diesem Zeitpunkt verwendet der Bediener die (durch eineh Handschuh 
bedeckten) Daumen und Finger seiner anderen Hand, um die z\vei Klemmen 28 zueinander 
uber die Kanten des Objekttragers 14 und uber die Enderi 26 des Quertr§gers 22 zu schie- 
ben, bis die Klemmen 28 mit ihren vertikalen Verbindungsseiten 36 gegen die Kanten des 
Objekttragers 14 stolien. Durch diese Tatigkeit wird der Rand 19 des Deckels weiter zusam- 
mengedruckt Wegen der kleihen Raisteinrichtungen 38, die in die Enden 26 des QuertrSgers 
22 greifen, und/oder weil die Tangente des Winkels der geneigten Ebenen der Quertrager- 
ehden 2<5 kleiner ist als der Reibungsfaktdr zwischeh der Klemme 28 und dem Quertrager- 
ehde 26v bleibt die Klemme 28 in dieserPbsition, bis sie absichtlich wieder entfemt wird. 

Bei dem angeordneten; System 1 0 in Obereih mit der vorliegenden Erfindung ist 

das zwischen dem Objekttrager 14 urid dem Deckel 16 eingeschlossene Volumen vollstan- 
dig mit der nicht komprimierbaren Reagensflussigkeit 13 gefullt Wenn also der Randteil 19 
des Deckels 16 vollstandig zusammengedruckt wird, ist der Deckel selbst vorzugsweise 
flexibel, so dafi er sich dem festeri Reagensvolumen dhne einen wesentlichen Druckanstieg 
anpassen kann, der die Anordnung schwlerig machen wurde. Ein anderer Grund dafur, dali 
der Deckel flexibel sein sollte, besteht darin, dad das Reagens 13 auf eine Temperatur er- 
warmt wird, die sich dem Kochpunkt annShert oder denselben Qberschreitet, und dabei ex- 
pandiert, so dali der Dampfdruck steigt und im Reagens geloste Gase aus der Losung aus- 
treten. Wenn der Deckel uberhaupt nicht flexibel ware, konnte der Druck in seinem Inneren 
so hoch steigen, dali er den Objekttrager bder den Deckel brechen und einen Verlust des 
Reagens verursachen konnte. Bereits e\n& geringe Flexibility reicht aus, um sich dem Volu- 
men von sich bildenden Gasblasen anzupassen und einen zu hbhen Druckanstieg zu verhin- 
dern. Der Druck steigt dabei allgemein nur etwas mehr als der Reagens-Dampfuberdruck 
gegenuber dem externen Atmospharendruck. Dadurch wird sichergestellt, dafi das System 



auch bei hoheri absoluten Hohen gut arbeitet, bei denen der Kochpunkt des freien Reagens 
niedriger ist als die PCR-Denaturierungstemperatur. 



Ein mechanisch unterstQtzte Vorrichtung bzw. ein mechanisch unterstutztes Werkzeug 80 
fur das Anordnen ist in Fig. 12 gezeigt Dieses Werkzeug ist dem in Fig. 11 gezeigten Werk- 
zeug ahnlich, wobei jedoch die Handhabung der Anordnung mit den Fingem praktisch uber- 
flussig gemacht wurde. Das Werkzeug 80 ist yorzuziehen. insbesondere wenn physikalisch 
heifte Startis (weiter unten ausfuhriich beschrieben) vorgenommen werden. Das in Fig. 12 
gezeigte Werkzeug 80 weist wie in Fig. 11 eine Grundplatte 45 und einen auf derselbeh 
befestigen Pfosten 42 auf und verwendet eine Objekttragerfuhrung 82, die der in Fig. 11 ge- 
zeigten Fuhrung 44 ahnlich ist. AuBerdem weist das Werkzeug 80 einen Kompressionsarm 
84 und einen Klemmeninstallationsmechanismus 86 auf, so daft der Behutzer wahrend des 
Anordnens keine physikalisch heiften Komponenten der Halteanordnung 18 beriihren rnufi. 

Die Objekttragerfuhaing 82 vyeist ein Paar von beabstandeten flachen Plattenteilen 88 auf, 
,die fur das Aufnehmen eines Objekttragers 14 dimensioniert sind. Die Plattenteile werden 
durch ein einstuckig damit ausgebildefes U-formiges Jdch : 90 miteinander yertunderi, das 
A sich urn einen horizontalen Drehzapfen 92 dreht. Der Drehzapfen 92 wird horizontal uber der 
^Grundplatte 45 durch zwei fixierte Stutzen 94 ungefahr auf der Hohe der pberseife des 
Pfostens 42 gehaiten. 

Ein Ende des Kompressionsarm 84 wird ebenfalls sqhwenkbar innerhalb des Jochs 90 auf 
dem Zapfen 92 gehaiten. Der Arm 84 ist ein flaches. und, langliches Glied mit einer im 
wesentlichen rechteckigeh Offnung 96, die uber der Oberseite des Pfostens 42 angeordnet 
ist, der den Quertrager 22 und die Klemmen 28 aufnimmt und halt. Die Offnung 42 eriaubt 
das Betrachten des Deckelglieds 16, des Quertragers 22 und der Probe 12 auf dem Objekt- 
trager 14, wenn der Arm uber dem Pfosten 42 auf den ObjekttrSger 14 gesenkt wird. Ein die 
Offnung 96 umgebendes Polsterkissen 98 aus Giimmi wird verwendet, urn das Brechen des 
Objekttragers 14 zu verhindern, wenn der Arm 94 gegen densejben gedrtickt wird. Der Arm 
ist vorzugsweise nach oben federvorgespannt, urn ihn aus dem Weg zu halten, bis er be- 
notigt wird. Die Objekttragerfuhrung 82 ist entsprechend nach oben federvorgespannt, urn 
den ObjekttrSger 14 Qber dem Quertrager 22, den Klemmen 28, dem Deckelglied 16 und 
dem Reagenstropfchen 13 zu halten, bis der Arm 94 f£ir die Endinstallation der : Halteanord- 
nung 18 auf den Objekttrager 14 gesenkt wird. Der Arm 84 und die Objekttragerfuhrung 82 
konnen herkommliche Federn (nicht gezeigt) umfassen, die auf dem Zapfen 90 befestigt 



sind oder sich von der Grundplatte 45 erstrecken, urn die gewOnschte nach oben gerichtete 
Vorspannung vorzusehen. 

Der Klemmeninstallationsmechanismus 86 ist vorzugsweise eine federbelastete Zange 100 r 
die auf dem Posten 42 befestigt ist und zwei gegenuberliegende Finger 102, die sich zu 
eineim Vertiefungsbereich 46 biegen um jeweils eine Klemme 28 an der Xante des auf der 
FQhrung 82 befestigten Objekttragers -1 4 ; zu^'pdsitiohiereh,' sowie eihstuckig damit ausgebil- 
dete gegenuberliegende Griffteile 104 limfaftt. Die gegenuberliegehden Griffteile 104 der 
Zange 100 werden manual zusammengedruckt, urn die Klenirrien 28 auf die Seiten des 
Objekttragers, Qber die Kanten des Objekttragers und, die Endeh 26 des Quertragers 22 zum 
AbschlieRen der Anordnung des Haltesystems 10 zu schieben. Die Zangenarme 100 sind^ 
schwenkbar auf einem stationaren Schwenkzapfen 106 b0festigt f der direkt unter dem 
Kontakt zwischen den Fingern 102 und den Wemmen 28 von den Seiten des Pfostens 42 
vorsteht. 

Der Klemhriehinstallatiohsm^ 84 ist separat In der perspektivischeh Ansicht von 

Fig. 13 gezeigt Jeder L-formige Finger 102 weist eih kurzes Bein auf t das in einen der 
Vertiefuhqsbehe^ flache Griffteil 104 

fugt sich um zwei benachbarte Seiten de^ Pfostens 42. Zwischen den Griffteilen 104 und 
dem Posten 42 (nicht gezeigt) positionierte Federn (nicht gezeigt) spanrieri die Griffteile 1 04 
und damit die Fingerteile, 102 der Zange 100 nach aufien vor, um das EirVsetzen der Halte- 
klemmen 28 in die Vertiefuhgen 46 zu gestatten. Wenn die gegeiriuberliegenden Griffteile 
104 zusammengedruckt werden, bewegen sich die Spitzen 102 zueiriander und schieben 
die Klemmen 28 auf den Objekttr§ger. 

Das Werkzeug 80 wird wie fplgt betatigt Zwei Klemmen 28 werden wie zuvor beschrieben in 
den Vertiefungen 46 eingesetzt. Der Quertrager 22, der Dichtungsring 20, der Deckel 16 und 
das Reagens 13 werden nacheinander auf dem Pfosten plaziert, yvobei dann ein Objekttra- 
ger 14 mit einer darauf angebrachten Probe 12 auf den Plattenteil 86 der FQhrung 82 mit der 
Probenseite nach unten gelegt wird und die Probe vertikal Qber dem Reagens 13 im Deckel 
16 positioniert wird. Der Kompressionsarm 94 wird dann nach unten gegen den Objekttrager 
geschwenkt, um den Objekttrager 14 auf den Deckel zu senken und um das Reagens und 
das Enyzm Qber die Probe auf dem Objekttrager 14 zu verteilen. Wenn der Arm 94 vq!l- 
standig gesenkt ist, wird die Zange 100 zusammengedrQckt, werden die Finger 102 zueinan- 
der bewegt und werden die Halteklemmen 28 auf den Objekttrager 14 und Qber die Trager- 



enden 26 geschoben. Die voilstandige Objekttrageranordnung 10 wird dann aus dem Werk- 
zeug 80 genommen und wie weiter oben beschrieben thermisch wechselbehandelt 

Anwendungen mit heiRem Start 

Um mit der vortiegenden Erfindung heilie Starts zu implementieren, ist es lediglich erforder- 
lich, ein Heizsystem zu der manuellen Anordriungsvorrichtung 40 Oder zu dem mechanisch 
unterstutzen Werkzeug 80 hinzuzufugen, wobei erwarmte Behaiter zum Halten der System- 
komponenten verwendet werden. AufJerdem kdnnen wie weiter oben genannt einige der 
Komponenten des Objekttrager-Haltesystems vorubergehend miteinander verbunden und 
erwarmt werden, beyor sie in die Vorrichtung gegeben und mit den restlichen Komponenten 
des Haltesystems verbunden werden. 

Die folgende Beschreibung bezieht sich auf die in Fig. 11 gezeigte manuelle Anordnungs- 
vorrichtung 40 und entsprechend auf das in Fig. 12 gezeigte mechani$ch unterstutze Werk- 
zeug 80. Der Anordnungsposten 42 ist mit ein^r vertikalen Bohrung bzw. einem LuftdurchlaB 
43 durch denselben ausgebildet, der am Boden mit der Umgebungsluft kommuriiziert. Eihe 
interne durch einen Thermostaten gesteuert^ Heizeinrichtung halt den Korper des Pfostens 
42 nach dem Einschalten auf ungef^hr 75°C f was warmer als die Heilistarttemperatur von 
jungefahr 70°C ist: Diese Heizeinrichtung kann eine VViderstandsspule sein, die um die zen- 
trale Bohrung 43 gewickelt oder einfach in der Grundplatte 45 oder im Pfosteh 42 einger 
bettet ist. In der Bohrung 43 konnen Lamellen vorgesehen sein, um beim Erwarmen der 
durch den Luftdurchgang agf^teigepden Luft hilfreich zu sein. Durch Konvektion wird wie in 
einem Kamin eine aufsteigende Saule von HeiSluft aufrechterhalten, die den Quertrager 22 
und den Deckel 16 umstrflmt, die vor der Endanordnung auf der Oberseite des Pfostens 42 
angebracht sind. Der Querbalken 22 und die Klemmen 28 werden ebenfalls durch den 
Kontakt mit dem Anordnungspfosten 42 aus Metall erwarmt. 

Die zu verarbeitenden Objekttrager werden in einem erwarmten Trager aufbewahrt, der sie 
auf ungefahr 75°C halt. Die Klemmen 28, der Deckel 16 und der Quertrager 22 kfinnen in 
kleinen erwarmten BehSltem am Arbeitsplatz aufbewahrt und mit Pinzetten gehandhabt wer- 
den. Die zum Anbringen von zwei vorgewarmten Klemmen, einem Quertrager und einem 
Deckel auf dem erwarmten Anorndungspfosten 42 erforderliche Zeitdauer betragt typischer- 
weise 10 bis 15 Sekunden. Die zum Obertragen des vorgewarmten Reagens 13 unter Ver- 
wendung einer vorgewarmten jpositiven Obertragungs-Pipettenspitze erforderliche Zeitdauer 
betragt weniger als 10 Sekunden. Das erwarmte Reagens 13 wihi nicht langer als weitere 10 



Sekunden der Umgebung ausgesetzt, bevor der vorgewSrmte Objekttrager dichtend nach 
unten geschoben wird und die Komponenten der Halteanordnung 18 fest miteinander ver- 
bunden werden. Wenige Sekunden spater kann die Objekttrageranordnung zurGck in den er- 
warmten Trager gegeben werden, wobei sie sich nicht auf unter 70°C abgekuhlt hat Die 
durch Verdampfung verursachte Konzentration des Reagens sollte also minimal sein, da die 
Zeitdauer der Aussetzung an die Umgebungsbedingungen zu kurz ist. 

Eine wirklicher physikalisch heilier Start kann erreicht werden, indem einfach das Anord- 
nungswerkzeug erw3rmt wird und die Objekttrager, die Haiteteile, das Reagens und die 
Pipettenspitze am Arbeitsplatz in erwSrmten Tragern aufbewahrt werden. Es sihd keine wei- 
teren Andeaingen der iProzedur erforderlich. Die Prozedur wird durch die Verwendung des in 
Fig. 12 gezeigten Anordnungswerkzeugs vereinfacht, da hier das Aufbewahreh der erwarm- 
ten Komponenten und der Kontakt mit den envamnteri Komponenten und der Fuhnjng 82 
uberflQssig gemacht wird. Es kfinnen auch zuvor verbundene Anordnungen von Klemmen 
28 und Quertragern 22 fur Heifistarts verwendet Werden, wenn die Komponenten durch 
einen Klebstpff miteinander verbunden werden, der bei Umgebungstemperaturen hart ist, 
um die Verpackung und den Transport zu erieichtern, der aber bei heillen istarttemperaturen 
weich ist, um die Endanordnung zu erleichtem. 

Thenmische Wechselbehandlung der Anordnung 

Die Klemmen 28 des Haltesystems 10 umgeben die Kanten des Objekttragers 14 und 
erstrecken sich uber einige Millimeter der Ruckseite 30 desselben. Deshalb mufi die flache 
Warmetauschoberflache einer zusammen mit dem neuen Haltesystem verwendeten Ther- 
mozykluseinrichtung mit Nuten versehen werden, die etwas weniger als 1 mm tief und 3 mm 
breit sind, um die Klemmen aufzunehmen. 

Bestehende Thermozykluseinrichtungen wie die DNS-Thermozykluseinrichtungen von Per- 
kin Elmer mit der Modellnummer 480 oder mit der Modellnummer 9600 konnen verwendet 
werderi, um Objekttragerahordnungen in Obereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung 
thermisch wechselzubehandeln, wenh eine Anpassungsplatte auf die flache obere Ober- 
flache des Thermozyklusblocks gelegt wird. Eine derartige Anpassungsplatte 110 ist in einer 
Draufsicht und in einer Schnittansicht jeweils in Fig. 14 und 15 gezeigt. Diese Platte 110 
weist eine flache Bodenoberfiache 112 und eine obere Oberflache 114 mit parallel beab- 
standeten Nuten 116 auf. Diese Nuten 116 sind derart dimensioniert, dafi sie die Klemmen 
28 aufnehmen, so daft der flache Oberfiachenbereich 118 zwischen den Nuten 116 die 



Glasoberfiache des auf der Anpassungsplatte plazierten ObjekttrSgers 14 vollstandig kontak- 
tiert. Die Anpassungsplatte 110 kann dafur ausgebildet sein, bis zu drei Oder vier Objekt- 
trageranordnungen unterzubringen. 

Eine wSrmeleitende Flussigkeit wie ein Ol oder ein warmeleitendes Fett ist vorzugsweise 
Gber den oberen Oberfiachenbereich 118 verteilt, urn den Warmekontakt uber die Grenz- 
flache zwischen der Ruckseite 30 des Objekttragers 14 und der flachen Warmetauschober- 
flache 118 zwischen den Nuten 116 zu erhohen. Weiterhin sollte ein Silikonfett oder ein 
Mineralol zwischen dem Thermozyklusblock und der Anpassungsplatte ,110 verwendet 
werden, um einen sicheren Warmekontakt uber diese Grenzflache sicherzustellen. Es kon- 
nen auch Ethylenglykol oder dessen Polymere vorteilhaft verwendet werden, um einen guten 
Warmekontakt zwischen beiden Grenzflachen vorzusehen. Ethylenglykol oder dessen Poly- 
mere weisen den Vorteil auf, daft sie wasserloslich sind, um das Reinigen der Anordnungs- 
komponenten und des Thermozyklusblock zu vereinfachen. Ein anderer Vorteil bei der Ver- 
wendung von entwederOl, Fett, Ethylenglykol oder dessen Polymeren zwischen den Objekt- 
tragern und der Anpassungsplatte und zwischen dem Thermozyklusblock und der An- 
passungsplatte besteht darin, daft die FIQssigkeitsschicht als eine SaugWemme wirkt, um die 
^Objekttrager auf der Anpassungsplatte und die Anpassungsplatte auf dem Block in Position 
zu halten, so daft dais Risikp eines Abrutschens wahrend der Handhabung minimiert wird. 

Experimente haben gezeigt, daft es erforderlich sein kann, die thermische Kalibrierung der 
DNS-Thermozykluseinrichtung neu einzustellen oder etwas hdhere Temperaturen fur in-sjtu- 
Amplifikationen vorzuschreiben, um Anderungen in der Warmemasse des Gesamtsystems 
zu kompensieren. Zum Beispiel konnte eine geringer Temperaturabfall von bis zu 1°C vom 
Probenblock zur Oberseite der Objekttrageroberfiache festgestellt werden. Dieser Tempera- 
turabfall wird: wie oben erwahnt durch die Verwendung von Ol; Fett oder Ethylenglykol 
minimiert. ■ 

Eine in-situ-Version der DNS-Thenmozykluseinrichtung 

Das Haltesystem 10 der vorliegenden Erfindung kann flir das Wechselbehandeln einer 
groften Anzahl von Objekttragern angepaftt werden, weil jede Anordnung 1 0 weniger als 4 
mm dick ist, in jeder beliebigen physikalischen Position wechselbehandelt werden kann und 
kein Eintauchen in Ol erfordert Zum Beispiel konpen die Anordnungen 10 vertikal in einem 
modifizierten Thermozyklusblock angeordnet werden, um eine groftere Anzahl von Objekt- 
trageranordnungen unterzubringen. Eine modifizierte Thermozykluseinrichtung 120 mit 



einem modifizierten Metallblock 122 ist in Fig. 16 gezeigt. Der Block 122 umfalit acht 
Schlitze 124, die mit Abstanden von 10 mm und dazwischen jeweils TrennwSnden 126 aus 
Metail angeordnet sind. Jeder Schlitz 124 ist ungefahr 5 mm breit und jede Trennwand 126 
weist eine flache vertikale Warmetauschoberfiache 128 mit dem erforderlichen Nutenpaar 
130 zum Aufnehmen der Klemmen 28 auf der rechten Seite jeder Metalltrennwand 126 auf. 

Fig. 17 ist eine Teilschnittansicht der Blocks 182 durch eine ObjekttrSgerariordnung 10 die 
mit ihrer Kante in einem Schlitz 124 befeistigt ist. Die Oberkante 132 der Bodennute 130 ist 
glatt abgeschragt, urn zu verhindem. daft die Klemme 28 an derselben hangen bleibt, wehn 
der Objekttrager 14 in der vertikalen Richtung entfemt wird. Aus demselben Grund weist die 
obere Nute 130 keine Oberkante auf. Naturlich kann man sich bei einem derartigen Befesti- 
gen der Objekttrager nicht darauf verlassen, dali die Schwerkraft den Objekttrager 14 aus 
Glas verla&lich gegen die Warmetauschoberfiache 1 28 aus Metail halt. Deshalb konnen 
kleine herkommliche Blattfedern (nicht in den Zeichnungen gezeigt) an den Enden jedes 
Schlitzes 124 plaziert werden, urn den Objekttrager sanft aber sicher gegen die vertikale 
Metalloberflache 128 zu halten. Wiederum sollte Mineralol, Fett, Ethylehglyko! oder eine 
andere warmeleitende FIQssigkeit zwischen dem Objekttrager .14 und der ftachen Warme- 
tauschoberfiache 128 verwendet we rden , urn die Warmeubertraguhg zu maximiereri. Die 
Federn konnen nach dem Einsetzeh der Objekttrager in Kontakt gebracht werden und vpr 
dem Entfernen derselben wieder herausgenommen werden oder aber permanent in den 
Schlitzen '124 befestigt sein, urn die Objekttrageranordnung 10 permanent in kontakt mit der 
Oberfiache 128 zu drucken. 

Wenn die thermische Wechselbehandlung abgeschlossen ist, werden die Objekttrageranord- 
nungen 10 fGr die weitere Analyse aus den Schlitzen 124 entfemt. Die Teile des Haltesys- 
terns konnen leicht entfemt werden, indem die Klemmen 28 vom Objekttrager 14 gezogen 
werden. Wenn die Halteteile und der Objekttrager 14 in einen Behalter mit 5% Bleiche gege- 
ben werden, um sie zu sterilisieren, und dann abgewaschen und getrocknet werden, dann 
konnen sie viele Male wiedervierwendet werden. Die Wiederverwendung wird durch den 
Verschleifi des Deckels 16 und/oder des Randes 19 beschrankt, welcher sehr leicht durch 
eine visuelle Prufung vor oder nach dem Klemmen des Deckels 16 auf einen Objekttrager 14 
festgestellt werden kann. Dabei ist zu beachten, dafi ieine Verunreinigung im Gegensatz zu 
einer auf einer Probe in Losung durchgefOhrten PCR bei einer in-situ-PCR ein wesentlich 
geringeres Problem ist. Der Grund dafur liegt darin, dali die verunreinigende DNS nicht in 
die richtig fixierten Zellen gelangt. Weiterhin wird eine verunreinigende DNS mit den Rea- 
genzien nach der thermischen Wechselbehandlung und vor den Entwicklungsschritten weg- 



gewaschen. Diese Eigenschaft der in-situ-PCR macht waschbare und wiederverwendbare 
Teile annehmbarer als bei einer PCR in Losung. 

Reagens fur die in-situ-PCR 

♦ 

Bei unserer Arbeit haben wir herausgefunden, dafi die optimalen Quantitaten fur die in-situ- 
PCR anders sind als fur die PCR in Losung. Erstens besteht das Problem des Verhaitnisses 
zwischen Oberflache und Volumen. Zehn Microliter eines Reagens in einem MicroAmp™- 
Glas weisen eine Oberflache auf, die etwa 1 7mrri 2 des Behaiters beruhrt Dasselbe Volumen 
eines Reagens zwischen einem Objekttrager 14 und einem Deckel mit einem Durchmesser 
von 10 mm nimmt ungefahr 157mm 2 ein, d.h. die Oberflache ist hier ungefahr neunmal 
grofier. Deshalb wirken sich durch die Oberflachenbedingungen verursachte und gegenQber 
der PCR feindliche Effekte wie etwa die Absorption der Polymeraseenzyme bei der in-situ- 
PCR wesentlich starker aus. Wenn die Oberfiachen feindlicher sind als das sorgfaltig ausge-^ 
wahlte Polypropylenmaterial der PCR-Reagenzgiaser, dann werden die feindlichen Effekte 
sehr verstarkt und konnien die PCR leicht vollstandig zunichte machen. Der weit verbreitete 
mit Silan behandqlte Objekttrager aus Glas weist zum Beispiel eine Oberflache auf, dre 
wesentlich feindlicher ist als Polypropylen. 

-Wir haben herausgefunden, dali $s fur die ^rfplgreiche Ampljfikation von PCR in Losung in 
Behaltern in Ubereinstimmung mit der vprliegenden Erfindung fur die PCR-Reagenzien 
zusammen . mit einem mit Silan behandelten Objekttrager erfprderiich ist, die fur PCR in 
Losung typische Menge der Taq-:Ppiymerase in der Reaktiop von 2,5 Eiriheiten pro 100 \i\ 
auf 12,5 Einheiten pro 100 p.l zu erhdhen. Wir haben weiterhin herausgefunden, dali die 
PCR diirch das Hinzufugen von 1 mg/ml von bovinem SerumeiweifJ (BSA = Bovine Serum 
Albumen) zu dem Reagens vor der Oberflache des Objekttragers geschutzt werden kann. 
Wir glauben, daft BSA wirkt, jndem es spfort wenigstens eine Monoschicht aus Eiweifi Qber 
der gesamten von ihm kgntaktlerte Oberflache bildet. Die Monoschicht sieht dabei eine 
Oberflache vor, auf der das Taq-Polymeraseenzym nicht fest haftet 

Wir haben bereits den Verlust von Wasser aus der Reaktion wahrend der Wechselbehand- 
lung eriautert. Bei aller Sprgfalt und rascher Arbeit geht etwas Wasser bei der Verwendung 
eines heiBen Starts verloren. Etwas Feuchtigkeit geht auch durch Diffusion in oder sogar 
durch die dunnen Wande des flexiblen Deckels 16 aus Kautschuk oder Kunststoff verloren. 
In Anbetracht alter dieser zusatzlichen Verluste sollte die Formel eines PCR-Reagens fur die 
in-situ-Amplifikation am verdunnten Ende des optimalen Konzentrationsbereichs fur jede 



Komponente sein, weil die einzige wahrscheinliche Anderung der Konzentrationen wahrend 
des Einsetzens und Wechselbehandelns, wenn vorhanden, eine sehr kleine durch den Ver- 
lust an Wasser bedingte Erhohung ist. 

Das yollstandige in-situ-PCR-System umfafit also das Objekttrager-Haltesystem 10, die 
Anordnungsvorrichtung 40 oder 80, eirie modifizierte Thermozykluseinnchtung fQr einen Oder 
mehrere Objekttrager 14 mit den daran befestigten Halteanordnurigen 10 sowie die wie oben 
eflautert modifizierten Reagenzien 13. Das neuartige und unerwartete Ergebhis diese Kom- 
bination ist eine bequeme, rbbuste und genaue Feststellung der Position von bestimmten 
DNS-Abschnitten innerhalb yon Zellen- und Gewebeproben. 

Wenn die laterale Positionierung oder Beabstandung der Probe 12 zwischen den Kanten 
des Objekttragers konstant ist, kann der Ring 20 in den Quertrager 22 integriert wertien. 
Dies yereinfacht den Aufbau der Komponenten sdwie das Anordnen der Halteanordnung 18 
und des Haltesystems "10. 

Der Aufbau der Haltesystems 10 kann auf verschiedene Weise vereinfacht werden, Zum 
Beispiel konrieh der Quertrager und der Haltering integriert sein. Eine alternative ^usfuh- 
rungsforrn des Quertragers und des Deckels in Obereinstimmung mit der vorliegenden 
Erfinduhg ist in Fig. 18 dargestellt. Eine Variation dieses alternativen Qu0rtragers ist in 
Fig. 19 dargestellt. In der folgenden Beschreibung werden gleiche Bezugszeichen verwen- 
det, urn identische oder austauschbare Komponenten des oben beschriebenen in-situ-PCR- 
Haltesystems ahzugeben. 

Im folgenden wird auf Fig. 18 und 19 Beziig genommen, die Draufsichten auf jeweils mit 
einem alternativen Deckel verbundehe alternative Quertrager 120 und 140 sind. Der Unter- 
schied zwischen den Quertragern 120 und 140 besteht einfach in der Anordnung der kreis- 
formigen'Offnungj 124 bz\y. 142. Die Offnung 124 im Quertrager 120 ist zentral angeordnet. 
Im Gegensatz dazu ist die Offnung 142 im Quertrager 140 neben einem Ende 144 des 
Quertragers 140 angeordnet. Die beiden Quertrager 120 und 140 eriauben das Anordnen 
des Deckels 122 uber einer Probe 12, die irgendwo auf einem Objekttrager 14 angebracht 
ist, indem einfach die Ausrichtung des Quertragers 140 geandert wird oder indem der Quer- 
trager 120 gewahlt wird, der eine zentral angeofdnete Offnung 124 aufweist. In diesen Aus- 
fuhrungsformen ist der Dichtungsring einstuckig mit dem Quertrager ausgebildet Der Quer- 
trager 120 weist einen im wesentlichen kreisfdrmigen Ringteil 126 auf, der auf einen Randteil 



128 des Deckels 122 druckt, wenn das BehSltersystem 10 wie in den Teilschnittansichten 20 
und 21 gezeigt angeordnet wird. 

Der Quertrager 120 ist vorzugsweise ein gestanztes Stuck Blech aus nichtrostendem Stahl. 
Der Quertrager 120 weist ein Paar von parallelen, vertikal gebogenen Kanten auf, die Schie- 
nen 130 bilden, die sich zwischen gegenOberliegenden Enden 132 erstrecken, welche mit 
einem flachen Winkel von ungefahr 3° nach unten gebpgen sind, um die Klemmen 134 in 
ahnlicher Weise wie die Klemmen 28 in der oben beschriebenen ersten Ausfuhrungsform 
aufeunehmen. Wie in Fig. 21 gezeigt, druckt jede Klemme 134 wahrend des Einsetzens auf 
das Ende 132 und den Objekttrager 14, um den Randteil 128 des Deckels 122 auf dem 
Objekttrager 14 zusammenzudruckeh. 

Ein besonderes Merkmal dieser altemativeh Ausfuhrungsform der Anordnung des Quer- 
tragers 120 und des Deckels 122 besteht darin, dali der Deckel 122 eine ringformige Rippe 
bzw. einen ringformigen Grat 136 zwischen dem Randteil 128 und dem zehtralen nach oben 
gewolbten oder kpnkaven Teil 138 mit der darunter enthaltenen Reagenzmischung 13 auf- 
, : weist. Dieser ringformige Grat 136 weist vorzugsweise einen verjgrpSerten bimenformigen ! 
iOberteH 137 auf, der in die Offnung 124 einschnappen kann, um die Teile zusammenzu- 
V^halten. Der Deckel 122 und der Quertrager 120 kpnnen als separate Einheit miteinaihder 
.#erbunden werden, urri die in Fig. 21 gezeigte Endanordnung der Komponenten des Halte- 
systems 10 dieser altemativen Ausfuhrungsform zu yereinfachen. 

Der Quertrager 120 kann ausgeschnittene Bereiche 139 aufwejsen, um; unnotiges Metalk 
material zu sparen. Altemativ dazu konneri die ausgeschnittenen Bereiche 139 durch Rippen 
oder Wellen (nicht gezeigt) ersetzt werden um die Starrheit des Quertragers 120 zu er- 
hohen. 

Wie in Fig. 19 gezeigt, weist der Quertrager 140 parallele erhobene Schienenkanten 146 
und im Gegensatz zu den zwei ausgeschnittenen Bereichen im Quertrager 120 einen einzi- 
gen ausgeschnittenen Bereich 148 auf. Der Quertrager 140 kann um 180° aus der in Fig. 19 
gezeigten Position gedreht werden, um derart auf dem Objekttrager 14 plaziert zu werden, 
dali durch die Quertrager 120 und 140 praktisch alle maglichen Probepositionen auf einem 
Objekttrager 14 unterstutzt werden. 

Das Anordnen des in Fig. 18-21 gezeigten altemativen Haltesystems 10 ist ahnlich wie oben 
mit Bezug auf .die erste Ausfuhrungsform beschrieben, wobei jedoch kein Haltering 20 erfor- 



derlich Jst und der Deckel 122 und der Quertrager 120 zuerst miteinander verfaunden wer- 
den. Die manuellen oder mechanisch unterstutzten Anordnungswerkzeuge 40 und 80 
konnen wie zuvor beschrieben verwendet werden, urn das Haltesystem auf den Objekt- 
tragern anzuordnen und heilie Starts durchzufuhren. 

Fig. 22 bis 24 zeigen eine dritte Ausfuhrungsform des Haltesystems 10 in Ubereinstimmung 
mit der yorliegenden Erfindung; die einen weitereri alternativeh Deckel und Quertrager 150 
verwendet Der in einer Draufsicht in Fig. 22 gezeigte Quertrager 150 dieser Ausfuhrungs- 
form ist wiederum ein gestanztes StQck Metallbjech mit parallelen erhobenen Schienen 152 
und gebogenen Enden 154. Diese Ausfuhrungsform weist jedoch keine zentrale Offnung 
auf, durch die sich der zentrale Teil des Deckels 156 erstreckt. Statt dessen erfullt eine 
ringformige Mulde oder Vertiefung 158 die Funktion des Halterings 20 der ersten Ausfuh- 
rungsform und des Ringteils 126 der zweiten Ausfuhrungsform. Diese ringformige Mulde 158 
ist derart dimensioniert, datt der Ringteil 160 des Deckels 156 vollstandig die Unterseite der 
Mulde 158 kontaktiert. Wie bei dem Deckel dbr zweiten Ausfdhnjngsform steht ein erho- 
bener Grat 162 zwischen dem Randteil 160 und einem zentralen Teil 1 64 des Deckels 156 
nach oben vor. Der Deckel 156 kann optional einen zentralen Vorsprung bzw. einen Knopf 
166 aufweisen, der dafur ausgebildet ist, in eine zentral an der Innenseite der rihgformigen 
Mulde ausgebildete Offnung 1 68 einzuschhappen/ um den Deckel 156 und den Quertrager 
1 50 zusammenzuhalten. Wenn d 66 wie gezeigt vorgesehep ist, ist 

es nicht erforderlich, deh Grat 162 auf dem Deckel 156 vbrzuseheh. Auflerdem ist es nicht 
erforderlich, den Deckel 156 mit einem konkaven zentralen Teil 164 auszubilden Das Ein- 
schnappen des Vorsprungs 166 in die Offnung 168 zieht den zentralen Teil nach oben ge r 
gen den zentralen Teil des Quertragers 150, urn die erforderliche Krummung zum Auf- 
nehmen des Reagens 13 vorzusehen. Obwohl der Grat 162 in diesem Fall nicht erforderlich 
ist, kann der Grat 162 dabei hilfreich sein, diese zentrale Krummung zu defihieren. 

Der Quertrager 150 kann wie in Fig. 22 gezeigt auch eine Vielzahl von Wellen oder Rippen 
170 aufweisen, die in das Metallblechmaterial geprelit sind, urn die Starrheit der Struktur zu 
erhohen, so dali es aus einem sehr dunnen Metallblechmaterial hergestellt werden kann, urn 
die thermische Masse und die Gesamtdicke zu reduzieren.. 

Diese alternative Ausfuhrungsform 130 weist einen besonderen Vorteil gegenuber den zuvor 
beschriebenen Ausfuhrungsformen auf. Da der Quertrager 150 den flexiblen Deckel 156 
vollstandig bedeckt, ist es nicht erforderlich, dad das Material des Deckels in demselben 
Mafi undurchlassig fur die Diffusion von Feuchtigkeit oder nicht feindlich gegenuber der 



PCR-Reaktion ist. Dementsprechend ist eine grdfiere Auswahl an Materialmen verfugbar. 
Eine Zusammensetzung oder Schichtung aus Silikonkautschuk mit einem undurchiassigen 
Elastomer wie Polypropylen ist nicht erforderiich. Der Grund dafQr ist, da(i die Diffusion von 
Feuchtigkeit durch den zentralen Teil 164 des Deckels 156 in den geschlossenen Raum 172 
rasch ein Gleichgewicht erreicht, da das Volumen sehr klein ist. Die Verdunstung kann 
weiter minimiert werden, indem wie gezeigt der optionale Vorsprung 166 und die optionale 
Offnung 168 beseitigt werden. Wenn der zentrale Knopf 166 beseitigt wird, dann kann der 
erhobene Grat 162 verwendet werden, um den Deckel 156 in Position und unter demselben 
Quertrager 150 zu halten. 

Der leere Bereich 172 ist jedoch erforderiich, um das Verschieben des Deckels 156 beim 
ZusammendrOcken des Randteils 160 wahrend des Anbringens der Klemmen 28 oder 134 
zu erlauben, um eine Dichtung herzustellen, die das Reagens 13 effektiv auf der Probe 12 
halt. Das umschlossene Volumen 172 dient auch dazu, den Druck unter dem Deckel 156 . 
wahrend der thermischen Wechselbeharidlung zu kontrolliereh. Dadurch wird eine Blasen- 
bildling im Reagens 13 wahrend der Inkubationen b^i der benaturierurigstemperatur nahe 
95°C reduziert oder verhindert. 

pie^usbildurig der Schienen 152 ist am besten in der Teilschnittansicht von Fig. 24 gezeigt. 
:Diese parallelen Schienen 152 sind im wesentljchen umgebogene Kanten des Metallblech- 
stucks des Quertfagers 150. Dieser Aufbau ist relatiy starr.und erlaubt die Yerwendung 
eines Blechmaterlals mit minimaler Dicke. Aufierdem minimieren die umgebogenen Kanten 
das Vorhandensein von scharfen Kanten, die die Handhabung von dunnen Metallmaterialien 
gefahrlich machen. Aus demselben Grund konneh auch die Enden 154 in derselben Weise 
wie die Schienen 152 umgebogen sein. 

Der Quertrager 150 kann eine zentral angeordnete ringformige Mulde 159 aufweisen, um 
zentral angeordnete Proben auf dem Quertrager 14 zu halten. Diese Alternative ist nicht ge- 
zeigt, da sle eine offensichtliche Variation der in Fig. 22 gezeigten ist. 

Die vorstehende Beschreibung stellt bevorzugte Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfin- 
dung dar, wobei zu beachten ist, dali das Konzept eines in-situ-PCR-Haltesystems in Ober- 
einstimmung mit der vorliegenden Erfindung in anderer Form als hier beschrieben realisiert 
werden kann. Zum Beispiel konnen die Quertrater und Spitzen aus einem starren Kunst- 
stoffmaterial hergestellt sein, oder eine der Klemmen 28 kann einstuckig mit einem Ende des 
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Quertragers 22 ausgebildet sein, so daft nur eine separate Klernme 28 fOr das gegen- 
uberliegende Ende 26 des Quertragers 22 benotigt wird. 
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Patentanspruche 

1 . Eine Halteeinrichtung (1 8), die zur in-situ-PCR Ampiifikation zweckmadig ist, urn 
ein Fluid an einem Objekttrager (14) zu halten, wobei die Einrichtung umfa&t: 

ein flexibles Deckteil (16); 

ein nngfOrmiges Kompressionsteil (20); und 

zumindest eine Klemmeneinrichtung (28), um das genannte Deckteil und das 
genannte ringftSmnige Kompressionsteil an dem genannten Objekttrager zu hal- 
ten, so dafi das genannte ringfcJrmige Kprripressionsteil das genannte flexible 
Deckteil zumindest uber einen Abschnitt vprri ihm gegen den genannten Objekt- 
trager druckt, um dadurch eine Dichtung zu erhalten. 

2. Die Einrichtung gemas Anspmch 1 , wpbei das genannte Deckteil (16) elastisch 
und verfprmbar konkay ist. 

3. Die Einrichtung gemaii Anspruch 2 t wdbei die konkave Abdeckungsform ein vor- 
bestimmtes Volumen begrenzt, um eine bestimmte Menge eines Reagenz (13) 
zu halten. 

4. Die Einrichtung gemas Anspruch 3 f wobei das genannte Deckteil (16) aus einem 
Gummifolienmaterial hergestellt ist. 

5. Die Einrichtung gemSIJ Anspruch 1, wobei das genannte Deckteil (16) an dem 
genannten Kompressionsteil (20) befestigt ist. 
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6. Die Einrichtung gemaft Anspaich 5, wobei das genannte Deckteil (16) eine 
Scheibe aus Gummifolienmaterial ist und das Kompressionsteil (20) ein starrer 
Ring ist. der mit dem Randabschnitt (1 9) der genannten Scheibe verbunden ist 

7. Die Einrichtung gemafJ Anspruch 6, wobei der genannte starre Ring ein rostfreier 
Stahlring ist. 

8. Die Einrichtung gemaB Anspaich 6, wobei der genannte starre Ring einen Aa- 
chen Basisabschnitt aulweist, der mit dem genannten Randabschnitt (19) des 
genannten Deckteils (16) verbunden ist 

9. Die Einrichtung gematt Anspruch 8, die des weitereaejn Quertragerteil (22) urn- 
fa&t. das zwischen die genannte Klemmeneinrichtung (28) und den genannten 
Objekttrager (14) uber zumindest einen Abschnitt des genannten Ringes (20) 

" pafit. ... 

10. Die Einrichtung gemaS Anspruch 1, wobei die genannte Klemmeneinrichtung 
(28) eine allgemein U-formige Metallklemme ist, die ein Paar gegenuberstehen- 
der, beabstandeter Seiten in der GrOGe aufweist, . daft sie das genannte Deckteil 
(16) an die genannte Platte klemmen. 

11. Die Einrichtung gemaft Anspruch 9, wobei die genannte Klemmeneinrichtung 
(28) ein Paar allgemein U-f6rmiger Klemmen ist, von denen jedes ein Paar ge- 
genuberstehendeir, beabstandeter Seiten in der GrGfte aufweist, urn ein Ende 
des genannten Quertragerteils (22) und einen Randabschnitt des genannten 
Tragers (14) dazwischen einzuklemmen. 

12. Die Einrichtung genriaii Anspruch 1 1 ( wobei das genannte Quertragerteil (22) ein 
Paar beabstandeter Schienen (24) zum Eingriff an beabstahdeten Abschnitten 
des genannten Rings (20) und gegenuberstehende t flache Enden (26) aufweist, 
die die genannten Schienen zum Eingriff mit den genannten Klemmen verbinden. 



13. 



Die Einrichtung gemaft Anspruch 12, wobei jedes der genannten Enden (26) ge- 
bogen ist, um eine geneigte Ebene zu bilden. 
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14. Die Einrichtuhg gemflfS Anspruch 1 , wobei das genannte Deckteil (16) eine un- 
durchiassige Schicht und eine Schicht einschlieGt, die gegenOber Polymerase- 
Kettenreaktions-Reagenzien inert ist. 

15. Eine Halteeinrichtung gemSS Anspruch 1 , wobei das genannte Deckteil (122) ei- 
ne ringfflnmigen Rippe (136) zwischen dem genannten Abschnitt des genannten 
Deckteils und einem mittigen Beireich des genannten Deckteils aufweist. ' 

16. Die Einrichtung gemaii Anspruch 15, die des weiteren ein Quertragerteil (140) 
einschlieBt, das einen mittigen Abschnitt mit einer hindurchgehenden Offnung 
(124, 142) aufweist, die die genannte ringfflrmige Rippe aufhehmen kann, urn 
das genannte Quertragerteil (22) und das genannte Deckteil (16) lOsbar zusam- 
menzuhalten. > 

17. Die Einrichtung gemaft Anspruch 16, wpbei das genannte Quertragerteil ein Paar 
allgemein paralleler Schienen ( 1 30; 1 46) mit dem .gehanifiten mitBftM^schnlltl; 
dazwischen aufweist: 

18. Die Einrichtung gemaB Anspmch 17, wobei das genannte Kqmpressjbnsteil ei- 
nen allgemein flachen, ringfflrmigen Abschnitt urn die genannte Offnung herum 
und zwischen den genannten Schienen umfa&t. 

19. Die Einrichtung gemaB Anspruch 18, wobei das genannte Quertragerteil aus Me- 
tallblech hergestellt ist. 

20. Die Einrichtung gemafi Anspruch 18, wobei der genannte mittige Abschnitt des 
genannten Quertragerteils allgemein flach ist. 

21 . Die Einrichtung gemas Anspruch 18, wobei der genannte flache, ringfflrmige Ab- 
schnitt urn die genannte Offnung herum Jeil einer ringfflrmigen Wanne in dem 
genannten mittigen Abschnitt des genannten Quertragerteils ist. 
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22. Ein System zur in-situ-PCR Amplication einer Nucleinsauresequenz, die in einer 
Probe enthalten ist, auf die eine Reagenzmischung angewendet wird, wobei eine 
Halteeinrichtung fur dfe genannte Probe gemflB Anspruch 1 verwendet wird und 
das System des weiteren umfaRt: ) 

eine JTiermozykluseinrichtung (120) mit einem temperaturgesteuerten Block 
(122), der den penannten Objekttrager (14) aufnehmen und gegen einen Ab- 
schnitt des genannten Blocks halten kann, so daB die Temperatur der genannten 
Probe auf dem genannten Trflger der Temperatur des genannten temperaturge- 
steuerten Blocks folgt. 

23. Das System gernaa Anspruch 1, wobei das genannte Deckteil (16) eine Form 
hat, die elastisch und verformbar konkav ist 

24. Das System gemaii Anspruch 23, wobei die genannte konkave Abdeckungsfonm 
(16) ein vortoestimmtes, sjpezifisches Vdlumen in der genannten AuswGlbuhg be- 
grenzt, urn die genannte Reagenzmischung (13) zu halten. 

25. Das System gemaB Anspruch 24, wobei das genannte Deckteil (16) aus einer 
Gummifolie hergjestelit ist , 

26. Das System gemaB Anspruch 22, wobei das genannte Kompressionsteil (20) ei- 
nen starren ringfOrmigen Dichtungsring umfaBt, der an einem Randabschnitt (19) 
des geriannten Deckteils (16) befestigt ist. 

27. Das System gemafc Anspruch 26, wobei der genannte Randabschnitt (1 9) mit 
dem genannten Ring verbunden ist. 

28. Das System gemaft Anspruch 27, wobei der genannte Ring (20) einen flachen 
Basisabschnitt aufweist, der mit dem genannten Randabschnitt (19) verbunden 
ist 

29. Das System gemafX Anspruch 22, das des weiteren ein Quertragerteil (22) um- 
faflt, das gegenuberstehende Enden aufweist, die zwischen die genannte Klem- 
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meneinrichtung (28) und den genannten ObjekttrSger (1 4) passen, wobei sich 
das Quertragerteil Qber einen Abschnitt des genannten Kompressionsteils er- 
streckt. 

30. Das System gem§fl Anspruch 22, wobei die genannte Klemmeneinrichtung (28) 
. eine allgemein U-formige Metallklemme ist, die ein Paar gegenuberstehender, 

beabstandeter Seiten in der GrGBe aufweist, daB sie das genannte Deckteil (16) 
an den genannten Trflger klemmen. 

31 . Das System gemaft Anspruch 29, wobei die genannte Klemmeneinrichtung (28) 
: ein Paar allgemein U-f6rmiger Klemmen ist, von denen jedes ein Paar gegen- 
uberstehender, beabstandeter Seiteh in der GrOfte aufweist, um eines der ge- 
nannten Enden des genannten QuertrSgerteils (22) an einen Randabschnitt des 
genannten TrSgers zu klemmen. 

32. Das System gernaii Anspruch 1 1 , wobei das genannte Quertragerteil (22) ein 
Paar beabstandeter allgemein paralleler Sclitenen (24) aufweist, die an gegen- 
uberstehenden Enden zum Ejngriff an beabst^ndeten Abschnitten des genarin- 
ten Kompressionsteils angrenzen. 

33. Das System gemafi Anspnjch 32, wobei jedes der genannten Enden (26) gebo- 
gen ist, um eine geneigte Ebene zu bilden, um an der genannten Klemme so ein r 
zugreifen, dad das genannte QuertrSgerteil fortschreitend das genannte Kom- 
pressionsteil, das unter dem genannten Quertragerteil montiert ist, gegen den 
genannten TrSger druckti wenn das genannte Klemmenpaar Qber den genann- 
ten Enden der genannten Randabschnitte des genannten TrSgers eingerichtet 
wird. 

34. Das System gemaii Anspruch 31 , wobei der genannte Block (122) ein Metalikor- 
per ist, der eine Mehrzahl vertikale Schlitze aufweist, von denen jeder zumindest 
einen der genannten TrSger, Abdeckung und Halteeinrichtung aufnimmt, wobei 
die genannten Schlitze TeilungswSnde dazwischen bilden, jede Teilungswand ei- 
ne flache Warmeaustauschoberfiache und ein Paar beabstandeter, horizontaler 
Nuten in der genannten Oberfiache zur Aufnahme der genannten Klemmen auf- 
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weist, so dad eine Seite des genannten Tragers in derti genannten Schlitz gegen 
die genannte Warmeaustauschoberfiache angeordnet werden kann. 

35. Das System gemau Anspruch 23, das des weiteren eine allgemeine flache An- 
passungsplatte (1 10) umfaBt, die entfembar an dem genannten Block zum Hal- 
ten \^n zumindeste^ 

bar befestigt ist 

36. Das System gemaiJ Anspaich 35, wobei die genannte Anpassungsplatte (11 0) 
eine Mehrzahl Nuten (116) in einer Oberflache aufWeist. 

37. Das System gemafi Anspruch 35, wobei die genannte Anpassungsplatte (110) 
eine glatte Unterfiache (1 12) zur Anpassung an den genannten Block aufweist 
und eine obere Oberflache mit zumihdest einem allgemein fiachen Trageraufnah- 
meabschnitt (118) aufweist \ .y: '.. 

38. Das System gemaB AnsprUch 37, wobei 

(118) zummdest ein Paar Ausnehmungen zur Aufnahme des genannten Klem- 
menpaars aufweist, das an deh Randem 

39. Das System gemaiJ Anspruch 37, wobei die genannte Platte (110) ein allgemein 
flacher MetallkGrper ist 

40. Das System gemaft Anspruch 39, wobei die genannte Platte (110) aus Alumini- 
um hergestellt ist 

41 . Das System gemaiJ Anspruch 38, wobei die genannten Ausnehmungen (116) 
Nuten mit allgemein flachem Bdden sind. 

42. Eine Vomchtung (80) zum Zusammenbau einer in-situ-PCR Probe und einer 
Halteeinrichtung gemaii Anspruch 1 , wobei die genannte Vomchtung umfalit: 



eine Gruhdplatte (45); 
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einen an der genannten Grundplatte (45) angebrachten Haltepfosten (42), wobei 
der genannte Haltepfosten eine allgemein horizontal, obere Oberfiache zur Auf- 
nahme und zum Halten von Komponenten der genannten Halteeinrichtung in ei- 
ner vorbestimmten beabstandeten Beziehung aufweist; und 



eine vertikal bewegbare Objekttragerhajteplatte (44, 82), die zwischen einer Po- 
. sition oberhalb der genannten oberen Oberfiache des genannten Pfostens und 
einer Position bewegbar ist, in der Abschnitte der genannten Platten der genann- 
ten oberen Oberfiache des genannten Pfosten nahe sind. 

43. Die Vorrichtung gemaii Anspruch 42, die des weiteren umfafit eine Heizeinrich- 
tung, die mit dem genannte Pfosten (42) gekoppelt ist, um das genannte Deckteil 
(16) und das genannte Reagenzfluid, das djaran. angebracht ist, vor dem Zusam- 
menbau des genannten Deckteils (16) und der Halteeinrichtung. ari dem genann- 
ten ObjektivtrSger zu erwarrnen. 

.44. Die Vorrichtung gemaB Anspruch 43, wobei die genannte Heizeinrichtung eine 
Bohrung durch den genannten Pfosten (42) hindurch einschlielit, um den Durch- 
gang en^armter Luft von der genannten Heizeinrichtung dqrt hindurch aufwarts 
zu lenken, um das genannte Deckteil (16) und das genannte Reagenzfluid zu er- 
wSrmen. 

45. Die Vorrichtung gemaB Anspruch 44, wobei der genannte Pfosten eine Mehrzahl 
Lamellen autweist, die nach innen in die Bohrung hervorstehen, um den Warme- 
ubergang zwischen dem genannten Pfosten und der genannten durch die ge- 
nannte Bohrung hindurchgehenden Luft zu verstarken. 

46. Die Vorrichtung gemaii Anspruch 42, die des weiteren umfafit: 

einen langlichen Kompressionsarm (84), der von der genannten Grundplatte an 
einer von dem genannten Pfosten (42) beabstandeten Position bewegbar gehal- 
ten ist, wobei der genannte Arm betatigbar ist, an einem Objekttrager einzugrei- 
fen, der in der genannten Halteplatte angeordnet ist, und die genannte Platte und 
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den Trager abzusenken, bis der genannte Trager an der genannten Halteeinrich- 
tung eingreift; und 

einen federbelasteten Halteeinrichtungs-Einfaaumechanismus, der verschwenk- 
bar an dem genannten Pfdsten angebracht ist, wobei der genannte Mechanis- 
mUs ein Zarigehpaar (100) m die nahe und 

oberhaib gegenuberstehender Rander der genannten horizontalen, oberen 
Oberfiache des genannten Pfbsteri angeordriet sind, und betatigbar ist, die ge- 
nannten Fingerabschnitte in Richtung zueinander zu bewegeh. 

47. Die Vorrichtung gemaB Anspruch 46, wobei der genannte Einbaumechanismus 
des weiteren umfaBt, daB jede der genannten Zangen (100) einen Griffabschnitt 
(104) aufWeist, der sich von jedem der genapnten Fingerabschnitte erstreckt, 
wobei jede der genannten Zangen verischwenkbar ah dem genannten Pfosten 
angebracht ist. ' .. .. 

48. Die Vorrichtung gemaB Anspruch 47, wobei die genannten CBriffabschnitte jeweils 
urn zumindest einen Abschhitt zweief S des genannten Pfostens herumge- 
fuhrt sind. / ' ' . . : ; V; >' v . 

49. Die Vorrichtung gemaB Anspruch 48, wobei der genannte Kompressionsarm (84) 
eine hindurchgehende Offnung aufweist, die uber dem genannten HaKepfosten 
ausgerichtet ist 



50. 



Die Vorrichtung gemaB Anspruch 49, wobei der genannte Arm ein Dampfungs- 
kissen (98) urn die genannte Offnung herum zur Beruhrung des genannten Glas- 
tragers aufweist. 
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